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Résumé 
L'insuffisance cardiaque est associée àune augmentation de la mort cellulaire ainsi 
qu'à des dysfonctions de l'oxydation phqsphorylante et une relâche de facteurs pro-
apoptotiques mitochondriaux. Nos études antérieures ont démontré que la vulnérabilité des 
mitochondries à l'ouverture du pore de perméabilité transitionnelle (PTP) en réponse au 
stress constitue un phénomène précoce qui s'observe d'ans le cœur hypertrophié compensé 
et précède l'apparition de dysfonctions systoliques et les atteintes mitochondriales sévères 
typiquement observée dans le cœur insuffisant. L'objectif de l'étude présentée dans ce 
mémoire était d'investiguer les mécanismes régulateurs du PTP potentiellement impliqués 
dans ce phénomène. L'hypertrophie cardiaque a été induite par une fistule aorto-cavale 
(ACF) chez le rat WKHA et les expériences ont été conduites au stade compensé de la 
pathologie 12 semaines post-chirurgie. Les mitochondries ont été isolées à partir du tissu 
cardiaque. La vulnérabilité à l'ouverture du PTP induite par le Ca2+, la fonction respiratoire, 
la production de radicaux libres (ROS), le potentiel de me~brane (~\f'), les niveaux de Ca2+ 
matriciel endogène ainsi que le contenu et la localisation mitochondriale (soluble vs 
membranaire) de la protéine régulatrice cyc1ophiline-D (Cyp-D) ont été déterminés. La 
susceptibilité à l'ouverture du PTP induite par surcharge calcique était supérieure dans le 
groupe ACF vs témoin (95 ± 12 nmol Ca2+ et 145 ± Il nmol Ca2+ respectivement, n=7, P < 
0.01), et ce en absence de dysfonctionnement de la respiration basale. Cet effet persistait en 
présence de cyc1osporine A (CsA), un désensibilisateur du PTP bloquant la liaison de la 
Cyp-D à la membrane interne mitochondriale. Le contenu total en Cyp-D ainsi que son 
ratio membrane/soluble était supérieur dans le groupe ACF (1.8 ± 0.1 fois, P < 0.001 et 3.7 
± 0.8 fois, P < 0.01 plus élevé que chez les animaux contrôles). Ce recrutement accru de la 
Cyp-D aux membranes, connu pour son rôle facilitateur sur l'ouverture du PTP, n'était pas 
réversible par une incubation des mitochondries avec la CsA. Ces phénomènes étaient 
également accompagnés par une augmentation de la production de ROS et dans une 
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moindre mesure du Ca2+ matriciel endogène, deux éléments susceptibles d'expliquer le 
recrutement de la Cyp-D vers les membranes dans le groupe ACF vs contrôle. Ce~ résultats 
suggèrent que la modification précoce d'effecteurs dés de l'ouverture du PTP, dont 
l'expression et la localisation de la Cyp-D, contribuent au développement de la 
vulnérabilité mitochondriale dans le cœur hypertrophié. Ces changements initiaux 
pourraient jouer un rôle dans développement des dysfonctions mitochondriales sévères et 
dans l'activation de l'apoptose et de la nécrose typiquement observés lors de la transition 
vers l'insuffisance. 
Mots-clés: Hypertrophie, pore de pennéabilité transitionnelle, cyc1ophiline-D, stress 
oxydatif, insuffisance cardiaque. 
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Abstract 
Heart failure 'is associated with an increase in cell death, impairement of oxidative 
phosphorylation and release of pro-apoptotic factors by the mitochondria. Our previous 
studies have showed that mitochondrial vu lnerab i lit y to permeability transition pore (PTP) 
opening in response to stress is an early phenomenon that takes place in the compensated 
hypertrophied heart before the development of any systolic or mitochondrial dysfunctions 
typically observed in the failing heart. The goal of the present study was to investigate the 
PTP regulatory mechanisms involved in this phenomenon. Heart hypertrophy was induced 
by an aorto-caval fistula (ACF) in WKHA rats and experiments were carried 12 weeks 
post-surgery at a stage known to correspond to compensated hypertrophy. Mitochondria 
were isolated from cardiac tissue. Ca2+ induced PTP opening, respiratory functions, reactive 
oxygen species (ROS), membrane potential (il \fi), endogenous Ca2+ matrix levels and the 
mitochondrial content and localisation (soluble vs membrane bound) of the regulatory 
prote in cyc1ophilin-D (Cyp-D) were determined. Ca2+ levels required to induce PTP 
opening was significantly lower in ACF compared to sham (95 ± 12 nmol Ca2+ et 145 ± Il 
nmol Ca2+ respectively, n=7, P < 0.01), and this in absence of any basal respiratory 
dysfunctions. This effect persisted in the presence of cyc1osporine A (CsA), a partial PTP 
inhibitor that prevents Cyp-D binding to the mitochondrial inner membrane. Total 
expression of Cyp-D as well as the ratio of membrane/soluble was superior in the ACF 
compared to the sham group (1.8 ± 0.1 folds, P < 0.001 and 3.7 ± 0.8 folds, P < 0.01 higher 
in ACF animaIs compared to their sham counterparts). This increased binding of Cyp-D, 
which is known to facilitate PTP opening, was not reversed by incubation with high levels 
of CsA in vitro. This phenomenon was accompanied by an increased ROS production and 
to a lesser degree increased matrix Ca2+ levels, two factors that could explain the higher 
levels of bound Cyp-D in ACF vs sham. Together these results suggest that early 
modifications of key PTP regulators, inc1uding an increase in Cyp-D expression and 
membrane recruitment, contribute to the development of mitochondrial vulnerability in the 
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hypertrophied heart. Those initial changes may play a role in the development of severe 
mitochondrial dysfunctions and activation of apoptosis and necrosis typically observed 
during the transition to heart failure. 
Keywords : Hypertrophy, permeability transition pore, cyclophilin-D, oxidative stress, 
heart failure 
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INTRODUCTION 
Les mitochondries sont des organelles surtout reconnues pour leur participation à la 
synthèse d'adénosine triphosphate (ATP) via la chaîne respiratoire et l'oxydation 
phosphorylante. Elles sont impliquées dans le métabolisme des acides gras, dans la 
synthèse des acides aminés et dans l'homéostasie du calcium (Ca2+) (17, 52, 113). Les 
mitochondries jouent également un rôle important dans la régulation de la mort cellulaire 
par apoptose et par nécrose. La régulation des fonctions de production d'énergie (ATP) et 
d'apoptose est essentielle au maintien du fonctionnement normal de la cellule et de 
1'organe. Cependant, lors d'une situation de stress aigu ou chronique, la régulation de ces 
fonctions peut être altérée entraînant la mort prématurée de la cellule. 
La thématique générale du laboratoire de Yan Burelle porte sur la plasticité 
mitochondriale dans les myocytes du muscle squelettique et cardiaque lors de conditions 
physiologiques et pathologiques. Le laboratoire s'intéresse particulièrement au pore de 
perlnéabilité transitionnelle (PTP) mitochondrial, un pore non spécifique à haute 
conductance de la membrane interne qui est composé d'un complexe protéique dont la 
structure n'est pas encore élucidée. Il est généralement accepté que l'ouverture du PTP 
constitue un mécanü;me important dans le déclenchement de la mort cellulaire par apoptose ) . 
et par nécrose dans plusieurs types de tissus (33,65, 167). 
L'étude présentée dans ce mémoire porte sur le développement de la vulnérabilité 
mitochondriale lors du remodelage ventriculaire hypertrophique menant à 1'insuffisance 
cardiaque. Plusieurs études chez l'homme et chez les animaux ont démontré que lors de 
l'insuffisance cardiaque les mitochondries présentent des àltérations structurales, une 
diminution de la capacité oxydative et une augmentation de la production d'_espèces 
réactives de 1'oxygène (ROS) par la chaîne respiratoire (24, 86, 148, 164). Il a également 
été démontré que les mitochondries participent à l'activation de la mort cellulaire par la 
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relâche de facteurs pro-apoptotiques lors de l'insuffisance cardiaque (39, 140, 159). La 
grande majorité de ces études ont été menées sur des cœurs insuffisants dans la phase finale 
de la maladie. Or, l'information disponible à ce jour ne permet pas d'établir si les 
dysfonctions mitochondriales observées apparaissent de manière précoce et contribuent au 
développement de la pathologie ou si elles surviennent en conséquence à l'insuffisance 
cardiaque en phase terminale. 
Notre laboratoire a entrepris des travaux visant à identifier les modifications· 
mitochondriales au cours de la phase compensée de l'hypertrophie cardiaque. Nous avons 
utilisé un modèle de surcharge volumique (VOL) induit par fistule aorto-cavale (ACF) chez 
le rat WKHA (une souche de rats consanguins affichant une susceptibilité au remodelage 
induit par VOL). Des expériences in vitro et in vivo ont été menées douze semaines post-
chirurgie, alors que les rats affichaient des symptômes associés à la phase compensée de 
l'hypertrophie pathologique. Les mitochondries isolées des cœurs VOL ont présenté des 
fonctions de base (respiration et potentiel de membrane) identique au groupe témoin (sham) 
(114). Toutefois, lorsque soumises à un stress d'anoxie-réoxygénation, les mitochondries 
de cœurs VOL ont montré une récupération inférieure à celle des cœurs témoins. Cette 
différence a été abolie par l'ajout de cyclosporine A un inhibiteur du PTP. L'induction du 
PTP par surcharge calcique a également révélé une vulnérabilité des mitochondries des 
cœurs VOL au stress aigu (le calcium étant un puissant inducteur du PTP). Dans une autre 
série d'expériences, nous avons soumis des cœurs entiers à un stress d'ischémie-reperfusion 
et l'ouverture du PTP a été quantifiée en utilisant la technique de séquestration 
mitochondriale du déoxyglucose tritié eH-DOG) (26, 62, 114). Les résultats ont montré 
que comparativement aux témoins, une plus grande quantité de 3H-DOG a pénétré dans les 
mitochondries de cœurs VOL, indiquant une ouverture accrue du PTP. Ce phénomène était 
associé à une plus grande dysfonction contractile et à un plus grand dommage tissulaire en 
reperfusion dans les cœurs VOL (114). Ces résultats suggèrent que les mitochondries 
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développent une vulnérabilité au stress tôt dans la pathologie, ce qui pourrait contribuer à 
l'activation de la mort cellulaire lors de la transition vers l'insuffisance cardiaque. 
Suite à ces résultats nous avons investigué les mécanismes potentiels augmentant la 
sensibilité du PTP au stress au cours du remodelage ventriculaire pathologique. Nous avons 
donc posé l'hypothèse que pendant la phase compensée de l'hypertrophie pathologique, une 
modification au niveau de certains régulatèurs clés du PTP contribue à ce phénomène. Le 
PTP est régulé de manière complexe par de nombreux effecteurs dont certains d'entre eux 
sont associés au remodelage ventriculaire et à l'insuffisance cardiaque. Un des mécanismes 
à l'étude dans ce mémoire était lié à la concentration et à la localisation de la protéine 
régulatrice du PTP, la cyc1ophiline-D (CyP-D). La CyP-D est une protéine normalement 
soluble dans la matrice mitochondriale et sa liaison à la membrane interne mitochondriale 
augmenterait l'occurrence d'ouverture du PTP (30, 127, 155). Nous avons donc mesuré la 
quantité totale de CyP-D ainsi que la quantité de la protéine liée aux membranes 
mitochondriales chez des animaux VOL et témoins. Comme il a été démontré que la Cyp-D 
soluble se lie aux membranes mitochondriales en réponse à un stress oxydatif (30), nous 
avons mesuré la production de ROS produites par la chaîne respiratoire. Nous avons 
également mesuré la concentration de Ca2+ mitochondriale puisque, comme les ROS, le 
Ca2+ est reconnu pour être un puissant activateur du PTP. 
Les résultats obtenus lors de la présente étude confirment que lors du 
développement de la pathologie, des modifications surviennent au niveau des régulateurs 
du PTP de manière à favoriser son ouverture lors des situations de stress. Les résultats 
suggèrent que, pendant la phase compensée de l'hypertrophie cardiaque, les mitochondries 
développent une vulnérabilité au stress aigu et suggèrent que ce phénomène pourait 
contribuer à la transition vers l'insuffisance cardiaque. D'autres études sont nécessaires afin 
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d'évaluer si les dysfonctions et les modifications mitochondriales observées peuvent être 
prévenues par un traitement pharmacologique ou par l'exercice physique. 
Dans le premier chapitre de ce mémoire, une revue de la littérature est présentée en 
trois parties. La première partie traite du rôle des mitochondries dans la vie et dans la mort 
cellulaire par les mécanismes de synthèse d'ATP et de perméabilité des membranes 
mitochondriales respectivement. Dans la deuxième partie, le PTP, un des mécanismes de 
perméabilité membranaire, et ses régulateurs sont décrits. Compte tenu du travail de 
recherche effectué dans ce mémoire, un accent particulier est porté sur les régulateurs 
étudiés comme mécanisme de sensibilisation du PTP dans la phase compensée de 
1 'hypertrophie cardiaque. La troisième partie présente .les modifications des fonctions et de 
la structure des mitochondries survenant lors des phases d'hypertrophie compensée et 
décompensée. Les mécanismes mitochondriaux de la mort cellulaire dans le cœur 
insuffisant et le développement de la vulnérabilité mitochondriale à l'ouverture du PTP sont 
également abordés. 
Le deuxième chapitre comporte l'article de recherche qui découle des travaux de la 
présente étude. Ce manuscrit est présenté dans sa forme intégrale anglaise tel qu'il sera 
soumis pour publication. 
CHAPITRE 1 
Revue de littérature 
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Rôles des mitochondries dans la vie et la mort cellulaires 
Production d'ATP par la phosphorylation oxydative 
Les mitochondries sont surtout connues pour leur rôle dans la production d'énergie, 
produite sous la fonne d'adénosine triphosphate (ATP). Les cardiomyocytes sont les 
cellules qui contiennent la plus grande concentration de mitochondries. Elles occupent de 
30 à 40% du volume des cardiomyocytes et produisent environ 90% de l'ATP cellulaire 
(92, 138). 
La compréhénsion actuelle des mécanismes de synthèse d'ATP par phosphorylation 
oxydative est basée sur la théorie chimiosmotique de Peter Mitchell (15, 122). La théorie 
suggère qu'une série de complexes enzymatiques situés dans la membrane interne 
mitochondriale (MIM), fonnant la chaine respiratoire, sert à établir un gradient de protons 
entre l'espace inter-membranaire et la matrice mitochondriale (Figure 1). C'est ce potentiel 
électrochimique qui sert de force motrice pour la synthèse d' ATP. 
La chaîne respiratoire, ou chaîne de transport des électrons, est composée de quatre 
complexes enzymatiques (complexe l à IV) et de deux transporteurs d'électrons (coenzyme 
Q et cytochrome c) (Figure 1). Les complexes l à IV fonnent un système d'oxydo-
réduction qui est couplé à la phosphorylation de l'adénosine diphosphate (ADP) produisant 
de l'ATP au niveau d'un cinquième complexe (Figure 1). 
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ADP .. P ATP 
Figure 1 : La phosphorylation oxydative. L'énergie dégagée par les réactions d'oxydo-
réduction s'opérant au niveau des divers complexes de la chaîne respiratoire est utilisée 
pour pomper des protons (H+) vers l'espace intermembranaire, ce qui génère la force 
protons motrice (i1p) utilisée par le complexe V (ATP synthase) pour resynthétiser l'ATP à 
partir de H+, d'ADP'et de Pi. 
8 
Production d'espèces réactives de l'oxygène 
La chaîne de transport des électrons de la mitochondrie est une source majeure de 
production d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) au niveau de la cellule. Il est 
relativement bien reconnu que les complexes I et III sont les principaux sites responsables 
de cette production (48, 145). 
Dans des conditions physiologiques nonnales, la chaîne respiratoire génère de 
faibles quantités d'anions superoxydes (02--) facilement neutralisées par le superoxyde 
dismutase mitochondriale (MnSOD) (24). Dans ces circonstances on estime que jusqu'à 2% 
de la consommation d'oxygène est convertie en 02-- (24, 57). L'organisme possède un 
certain nombre d'enzymes, con'une le MnSOD, la catalase, la glutathion peroxydase et la 
glutathion réductase qui sont capables de détruire les radicaux libres produit en excès. 
Cependant, lors de conditions pathologiques, il est possible que des dommages aux niveaux 
des complexes respiratoires ou des modifications du potentiel de membrane ou de l'état 
rédox résultent en une augmentation substantielle de la production d'02 -- (24). Les ROS 
causent la dénaturation (introduction d'un groupement carbonyl C=O) et/ou la 
fragmentation des protéines et des acides nucléiques ainsi que la peroxydation des lipides. 
Dans ce dernier cas les ROS entraînent une altération du fonctionnement des membranes et 
des dépôts de lipides oxydés. En présence de traces métalliques les ROS causent 
l'oxydation du glucose avec une libération d'H202 et d'OHo engendrant des clivages et des 
mutations de l'ADN. Tel qu'il sera abordé plus loin, quelques études ont démontré que 
dans le cœur insuffisant, la production de radicaux libres mitochondriales est augmentée et 
constitue une source significative de dommage (24). 
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Mort cellulaire 
Les mitochondries jouent un rôle important dans la mort cellulaire par nécrose ainsi 
que par apoptose (39, 157). La nécrose est considérée comme une forme de mort cellulaire 
plus ou moins organisée. Elle est plutôt associée à un stress aigu ou traumatique lors de 
dommage physique ou chimique comme par exemple lors de l'ischémie-reperfusion (8, 
159). La mort cellulaire nécrotique se caractérise par une perte rapide de l'intégrité de la 
membrane cellulaire, généralement secondaire à une perte de l'équilibre ionique et à un 
œdème cellulaire. La fuite du contenu cellulaire dans l'environnement provoque une 
réponse inflammatoire, ce qui distingue cette forme de mort des 'autres (133). Bien qu'il ait 
longtemps été présumé que la nécrose était la seule forme de mort dans le cœur mature, 
plusieurs études ont démontrée que l'apoptose peut être activée dans les cardiomyocytes 
différenciés en conditions pathologiques (8,90, 140, 165). 
L'apoptose est un type de mort cellulaire programmée qui est impliqué dans le 
développement, dans l'entretien et dans la défense de l'organisme. L'apoptose sert par 
exemple à débarrasser les cellules produites en excès lors de l'embryogenèse et lors de la 
formation des tissus comme les chambres du myocarde (94, 161). Sur une base quotidienne 
l'apoptose sert à compenser pour la naissance de nouvelles cellules générées par mitose. 
Cette forme de mort cellulaire constitue également un mécanisme d'élimination des cellules 
devenues nuisibles pour l'organe. Cependant, un dérèglement engendrant des fonctions 
apoptotiques insuffisantes ou excessives peuvent entraîner des conditions pathologiques 
comme le développement des tumeurs cancéreuses ou la mort de cardiomyocytes lors de 
l'insuffisance cardiaque (8,90). 
10 
Morphologiquement l'apoptose est caractérisée par un rétrécissement de la cellule, 
par la condensation de la chromatine et par la fragmentation de l'acide désoxyribonucléique 
(ADN) (8). Les membranes sont ensuite insérées dans des vésicules qui sont phagocytées 
par les cellules environnantes. Contrairement à la nécrose, le processus apoptotique 
\ 
nécessite un maintien de la production d'énergie et ne provoque pas d'inflammation (8, 41). 
Il existe deux principales voies de signalisation menant à l'exécution de la mort 
cellulaire: la voie extrinsèque et la.voie intrinsèque, qui sont illustrées sommairement à la 
figure 2. Ces deux voies activent une série de protéases, les caspases (cysteinyl-aspartate-
cleaving proteases), qui dégradent plusieurs composantes cellulaires incluant des protéines 
structurales, des protéines régulatrices et des enzymes de réparation de l'ADN (8). La voie 
de signalisation extrinsèque est activée par la liaison d'un ligand à son récepteur (TNF, Fas) 
situé sur la surface de la membrane plasmique (Figure 2) (8, 39, 90). La liaison du ligand 
entraîne un changement de conformation de son récepteur, ce qui recrute la molécule 
adaptatrice FADD (Fas-associated via death domain) (39, 134, 159). Cette interaction initie 
la formation du DISC (death-inducing signaling complex) permettant la dimérisation et 
l'activation de pro-caspase 8 et 10. La pro-caspase 8 activée (caspase 8) clive et active la 
protéine exécutrice pro- caspase 3 (caspase 3). Lacaspase 8 active également par clivage la 
protéine Bid (BH3 interacting death domain agonist). Bid activée (tBid) recrute la voie 
intrinsèque en interagissant directement avec la MEM mitochondriale (8,39,94, 137, 159). 
La mitochondrie est au cœur de la voie intrinsèque de la mort cellulaire (Figure 2). 
L'organelle peut relâcher certaines protéines, qui une fois dans le cytoplasme, participent 
aux processus de mort cellulaire. Une de ces protéines est le cytochrome c (Cyt-c). En 








Figure 2 : La voie extrinsèque et la voie intrinsèque de la mort cellulaire. L'activation 
de la voie extrinsèque sollicite la voie mitochondriale, qui partiticipe à la mort de la cellule 
par la relâche de plusieurs facteurs pro-apoptotiques dans le cytosol. Adaptée de van Empel 
et al. (159). 
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l'assemblage de l'apoptosome dans le cytoplasme. L'apoptosome est un complexe 
enzymatique formé par sept molécules d'Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1), 
sept molécules de dATP, 14 molécules de Cyt-c et de sept pro-caspases 9 (41, 88, 134). 
L'apoptosome et les caspases 9 forment un holoenzyme qui active des caspases exécutrices 
(capsases 3 et 7) (104) menant à la mort cellulaire (88). 
La cellule possède des mécanismes prévenant l'activation accidentelle de la pro-
caspase 9 lors des conditions normales. Le Cyt-c est codé par un gène nucléaire et 
synthétisé dans les ribosomes du cytoplasme sous une forme immature appelée apo 
cytochrome c. La forme apo est privée d'un groupement heme qui est attribué à la protéine 
une fois importée dans la mitochondrie. Non seulement l'apo cytochrome c ne peut pas 
participer à la formation de l'apoptosome, mais il inhibe l'activation de caspase 9 (33, 118, 
119). Un autre mécanisme prévenant l'activation fortuite de caspase 9 est assuré par une 
famille de protéines inhibitrices des caspases connue sous l'acronyme IAP (inhibitor of 
apoptosis proteins) (1, 23). Une des protéines de cette famille est la XIAP (provenant de 
l'anglais pour X-chromosome-linked IAP), inhibitrice de l'activité des caspases 3, 7 et 9 
(134). Cependant, lorsque la voie intrinsèque est activée, la mitochondrie relâche les 
protéines Smac/DIABLO et OMIIHtrA2 qui neutralisent l'activité des IAP et 
particulièrement celle de XIAP (1,23,51,76, 134, 137, 150, 158). 
AIF (apoptosis-inducing factor) et endonucléase G (EndoG) s<?nt des protéines qui 
sont également libérées par la mitochondrie au cours de la mort cellulaire (5, 158). Les 
mécanismes par lesquels ces facteurs pro-apoptotiques sont relâchés ne sont pas 
complètement compris, mais il semblerait être diffèrents de ceux impliqués dans la relâche 
de Cyt-c, smac/DIABLO et OMIIHtrA2 (5, 158). Il a été rapporté qu'AIF et EndoG 
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migrent vers le noyau cellulaire et procèdent à la fragmentation de l'ADN et à la 
condensation de la chromatine, deux caractéristiques de l'apoptose (5,89, 107, 153). 
La VOle intrinsèque peut être activée seule ou simultanément avec la VOle 
extrinsèque (8, 39, 58). Suivant l'activation des récepteurs de la voie extrinsèque, tBid 
interagit avec la MEM et contribue à la perméabilisation des membranes mitochondriales et 
à la relâche subséquente des facteurs pro-apoptotiques (8, 39, 59, 94, 137, 159). Bid n'est 
toutefois pas la seule protéine régulant la perméabilité des membranes mitochondriales lors 
de la mort. cellulaire. La prochaine section traite plus en détail de d<::(ux mécanismes 
régulateurs de la perméabilité membranaire mitochondriale documentés à ce jour, soit: 
1. La régulation de la perméabilité membranaire par les protéines de la 
famille des Bel-2. 
2. La formation du pore de perméabilité transitionnelle mitochondriale 
(PTP), qui est le mééanisme à l'étude dans ce mémoire. 
Mécanismes de perméabilité des membranes mitochondriales 
La famille des protéines Bel-2, identifiées originalement dans les lymphomes 2 
humains (9, 94), est composée de protéines ayant des propriétés 1) anti-apoptotiques (Bel-2 
et Belxd et 2) pro-apoptotiques (61, 94). Cette dernière catégorie est subdivisée en 
protéines pro-apoptotiques à domaines multiples (Bax et Bak) comportant les domaines 
BR1, BR2 et BR3 ou à domaines BR3 (Bid, Bad, Bim, Bmf, Noxa, Puma, BNip3 et Nix) 
(39, 61, 94). Le mécanisme central dans ce type de perméabilisation est le changement de 
conformation et l'activation des protéines Bax et Bak. Ce processus permet leur 
oligomérisation et leur insertion dans la MEM, menant à la perméabilisation et à la relâche 
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de facteurs pro-apoptotiques (Figure 3). Bax est normalement localisée dans le cytosol sous 
sa forme inactive et migre vers la mitochondrie en réponse à des stimuli apoptotjques (3, 
143). Bak est présente dans la MEM sous sa forme inactive jusqu'au signal apoptotique. À 
titre d'exemple, l'activation de Bid lors d'un stress d'ischémie-reperfusion, cause 
l'oligomérization de Bax, qui s'insère dans la MEM, ce qui forme des pores permettant la 
relâche de facteurs pro-apoptotiques (3, 39, 45, 134, 143) (Figures 3 et 4). Ce mécanisme 
semble être d'une importance considérable lors de l'apoptose, puisque les cellules de souris 
transgéniques n'exprimant pas les. deux protéines (Bax et Bak) affichent une résistance 
accrue à la perméabilisation de la MEM en réponse à de nombreux stimuli apoptotiques 
(61, 146, 163). Par ailleurs, certaines protéines pro-apoptotiques à domaine BH3 
sembleraient être des activateurs de Bax et Bak alors que d'autres interféreraient l'action 
des protéines anti-apoptotiques (61, 106). 
Un autre mécanisme de perméabilité des membranes mitochondriales est associé à 
l'ouverture du pore de perméabilité transitionnelle (PTP). Le PTP est un pore non 
spécifique à haute conductance localisé dans la MIM. Le modèle du <<pore» a été introduit à 
la fin des années 1970 par Hunter et Haworth (72, 73, 81, 82) suite à la constatation que le 
Ca2+ provoquait le gonflement de la matrice mitochondriale. Il est maintenant établi que 
l'ouverture du PTP induite par le Ca2+ provoque une augmentation soudaine de la 
perméabilité de la MIM aux solutés de <1500 Da (167). Dans cette situation, certaines 
protéines de la matrice mitochondriale sont incapables de diffuser à travers le pore, ce qui 
génère un gradient par pression oncotique et un gonflement mitochondrial (11). In vitro, 
l'expansion du volume de la matrice peut se poursuivre jusqu'à la rupture de la MEM (15, 
33, 39, 167). Ceci est possible puisqu'une fois dépliée, la surface totale de la MIM est 
beaucoup plus grande que celle de la MEM (Figure 2). La rupture de la MEM permettrait la 
diffusion des protéines pro-apoptotiques (cytochrome c, smac/DIABLO et OMIHtrA2) 
normalement comprises dans l'espace inter-membranaire (61, 158). Il n'est toutefois pas 
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Figure 3 : Représentation schématique du recrutement de la voie intrinsèque par la 
voie extrinsèque. Les protéines de la famille des Bc1-2 et le pore de perméabilité 
transitionnelle régulent la perméabilité des membranes mitochondriales et la relâche de 
facteurs pro-apoptotiques par la mitochondrie. Adapté de Baines et Molkentin (8). 
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Figure 4 : Schéma du mécanisme pro-apoptotique du PTP. L'ouverture du PTP agit 
comme signal pour initier la translocation de Bax vers la mitochondrie. Adaptée de De 
Giorgi et al. (2002) (44). 
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établi si le gonflement mitochondria1 peut atteindre le niveau nécessaire pour provoquer la 
rupture de la MEM dans des conditions in vivo. 
L'ouverture prolongée du PTP permet une infiltration des H+ dans la matrice, 
entraînant la chute du potentiel de membrane (ô 'P) (dépo1arisation) suivie par le 
découplage entre la chaîne de transport des électrons et l'oxydation phosphory1ante. Dans 
cette situation, la chaîne respiratoire intacte consomme de l'oxygène à vitesse maximale 
,alors que le complexe V (FIFo-ATPase) consomme de l'ATP et pompe des H+ vers l'espace 
intermembranaire pour tenter de maintenir le potentiel de membrane et d'éviter le 
gonflement mitochondrial (52). Dans de telles conditions, la cellule est condamnée à une 
) 
mort par nécrose (8, 66, 87). 
Le PTP peut également s'ouvrir d'une manière transitoire, ce qui permettrait de 
maintenir le potentiel de membrane et la production d'ATP ainsi que de participer à la 
relâche du cyt-c lors du processus d'apoptose (16, 33, 87, 132). En effet, certaines études 
ont démontré que l'ouverture transitoire du PTP constitue un signal qui initie la 
translocation et la multidimérisation de Bax (Figure 4) (18, 44, 131, 160). Par ailleurs, il 
s'avère également que Bax participe à la formation de pores dans la MEM permettant la 
relâche du cytochrome c indépendamment de l'ouverture du PTP (4, 45, 97). Il semblerait 
donc que les pores Bax et le PTP agissent de manière dépendante ou indépendante selon les 
circonstances (61). 
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Structure du PTP 
Bien que sa structure ne soit pas encore élucidée, le PTP est souvent représenté 
schématiquement par le canal anionique à voltage dépendant (VDAC) dans la MEM, le 
translocateur des nucléotides adénylés (ANT) dans la MIM et la cyclophiline-D dans la 
matrice (Figure 3). Toutefois, des études menées sur des souris transgéniques ont 
récemment démontré que l'absence de VDAC dans les mitochondries ne retarde pas 
l'ouverture du PTP induit par le Ca2+ ou par un stress oxydant (7, 103). Ces résultats 
suggèrent que VDAC ne joue pas un rôle important dans la régulation du PTP. 
Par ailleurs, il a été suggéré par de nombreuses études que l'ANT pourrait être une 
composante du PTP puisque des ligands de l'ANT, notamment l'atractyloside, la 
carboxyatractyloside, l'acide bongkrekic et l'ADP, influencent également le PTP (38, 69, 
167). Cependant, une étude menée sur des souris transgéniques a démontré que la quantité 
de Ca2+ nécessaire pour induire l'ouverture du PTP est d'environ trois fois plus élevée dans 
les mitochondries d'hépatocytes d'animaux ANT-déficients comparativement à ceux 
d'animaux de souche sauvage (99). De plus, les hépatocytes ANT-déficients demeurent 
sensibles à une variété d'inducteurs de la mort cellulaire. Collectivement, les résultats de 
ces études suggèrent que l'ANT joue un rôle important dans la régulation du PTP sans 
toutefois être une composante essentielle dans la structure du pore (87, 99). Il a notamment 
été suggéré que l'ANT était le site de liaison de la protéine régulatrice cyclophiline-D (38, 
166). Le rôle de la cyclophiline-D relatif au PTP est décrit plus loin dans la section 
Cyclophiline-D : sensibilisatrice et composante du PTP. 
Il semble que plusieurs autres protéines (hexokinase, peripheral benzodiazepine 
receptor, Bax, complex l et possiblement d'autres) seraient impliquées à la fois dans la 
19 
structure et dans la régulation du PTP, mais il existe à ce jour peu d'informations sur leurs 
rôles pour parvenir à des conclusions satisfaisantes (lI, 16, 74, 87). 
Régulation du PTP 
Malgré que la structure du PTP ne soit pas connue, il existe une quantité importante 
d'informations sur les mécanismes participant à sa régulation. 
Le Ca2+ : principal inducteur du PTP 
La mitochondrie joue un rôle majeur dans l'homéostasie du Ca2+. Elle est dotée de 
systèmes de transports dépendants de la force proton motrice qui permettent l'entrée et la 
sortie du Ca2+ et ainsi, la régulation fine de la concentration mitochondriale en Ca2+ (33, 
52). En conditions physiologiques, le Ca2+ régule l'activité de plusieurs enzymes 
métaboliques, incluant des enzymes du cycle de Krebs (pyruvate déshydrogénase, isocitrate 
déshydrogénase et 2-oxoglutarate déshydrogénase) ainsi que le complexe IV de la chaîne 
respiratoire (69). Il a été démontré que la concentration matricielle de Ca2+ oscille à chaque 
battement cardiaque, s'élevant en systole à la suite de la relâche de Ca2+ par le reticulum 
sarcoplamsique, puis diminuant en diastole (135). Ceci permet un couplage serré entre la 
consommation et la production cellulaire d'ATP (15, 33). Toutefois, dans certaines 
conditions pathologiques des dérèglements de l'homéostasie calcique menant à 
l'accumulation de Ca2+ au niveau de la matrice prédisposent à l'ouverture du PTP (15, 33, 
52). 
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Il est bien établi que le Ca2+ mitochondrial en présence de phosphate inorganique 
(Pi) est le principal inducteur du PTP (33, 52, 167). L'ouverture du PTP induite par le Ca2+ 
peut être renversée par l'ajout en excès d'un chélateur de Ca2+ comme l'éthylène glycol bis 
(2~aminoéthyl éther)-N,N,N'N'-acide tétraacétique (EGTA) (75, 167). De plus, l'inhibition 
de l'unipore calcique par le rouge de ruthénium prévient l'ouverture du PTP lorsque les 
mitochondries sont exposées momentanément à de hautes concentrations de Ca2+ (52, 167). 
Il est maintenant bien connu que l'ouverture du PTP induite par une surcharge en 
Ca2+ est grandement retardée lorsque les mitochondries sont pré-incubées en présence de 
cyclosporine A (CsA), (10, 15, 33, 37, 65, 167). La CsA est un composé 
immunosuppresseur utilisé pour le traitement du rejet de greffe post-transplantation et qui 
inhibe l'activité enzymatique d'une protéine clé impliquée dans la régulation du PTP, la 
cyclophiline-D (Cyp-D) (6, 10, 37, 87, 166). Il est important de noter que la CsA inhibe 
également l'activité de la calcineurine, une phosphatase Ca2+/calmoduline-dépendante 
cytosolique, qui peut-être impliquée dans la mort cellulaire. Toutefois, plusieurs études 
suggèrent que l'effet inhibiteur de la CsA sur le PTP est calcineurine-indépendante puisque 
des analogues de la CsA comme le NIM811 ou la sanglifehrine A procurent une inhibition 
du PTP sans influencer l'activité de la calcineurine (27,87, 127, 162). 
La Cyclophiline-D : sensibilisatrice et composante du PTP 
La protéine solùble cyclophiline-D (Cyp-D) possède une activité peptidyl-prolyl cis-
trans isomérase (PPIase) et réside normalement dans la matrice mitochondriale (29, 33, 87). 
Dans les années 1990 le rôle de la Cyp-D dans la structure même du PTP a été suggéré 
suite à la constatation qu'une quantité similaire de CsA (approximativement 50pmol/mg de 
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protéine mitochondriale) était requise pour inhiber le PTP (Figure 5) ainsi que l'activité 
PPIase de la protéine (29, 33, 68, 87). 
Récemment, des études menées sur des souris, dont le gène précurseur Ppif codant 
pour la Cyp-D a été supprimé (Ppif/-), ont démontré que les mitochondries de cœur, de foie 
et de cerveau affichent une résistance significative au gonflement mitochondrial induit par 
le Ca2+ comparativement aux mitochondries de souris de souche sauvage (Ppir-/+) (Figure 
6) (6, 10). 
Les résultats de cette étude ont également montré que la CsA n'avait pas d'effet sur 
le PTP des mitochondries de souris Ppif/-, ce qui confirme que ce désensibilisateur du PTP 
agit via la Cyp-D (6, 10). Cependant, le PTP parvient à s'ouvrir à hautes concentrations de 
Ca2+ (~2 fois plus élevée) dans les mitochondries de souris Ppif/-. Cet effet est comparable 
à l'action de désensibilisation et non d'inhibition du PTP par la CsA (6, 33, 37, 75). De 
plus, les cellules des souris Ppif/- sont grandement protégées contre la mort cellulaire 
induite par un stress oxydatif. À l'opposé, les cellules d'animaux ayant une surexpression 
cardio-spécifique de la Cyp-D affichent une vulnérabilité accrue à l'ouverture du PTP dans 
ces mêmes conditions (6). En somme, ces études ont révélé trois points importants sur la 
régulation du PTP: 1) la Cyp-D joue un rôle important dans la régulation du PTP sans 
toutefois être essentielle à son ouverture, 2) la Cyp-D régule la sensibilité du PTP au Ca2+, 
3) la CsA désensibilise le PTP en agissant sur la Cyp-D (6, 10). 
Les données obtenues sur la souns Ppif/- sont compatibles avec certainès 
observations physiologiques. Ainsi, Eliseev et al. (55) ont comparé le niveau d'expression 
de la Cyp-D dans les mitochondries de différents tissus (cerveau, cœur et foie) chez le Rat 
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Figure 5 : Schéma du mécanisme du PTP et sa régulation par la ·cyclophiline-D. Lors 
d'une situation de stress, la cyc1ophiline-D se lie à la membrane interne mitochondriale, ce 
qui augmente la probabilité de l'ouverture du PTP. L'administration de CsA inhibe 
l'activité PPIase de la cyc1ophiline-D l'empêchant de se lier au pore et de participer à son 
ouverture. Adaptée de Javadov et Karmazyn (87). 
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Figure 6: Gonflement de mitochondries cardiaques provenant de souris Ppif-/-, 
Ppif+/- et Ppif+/+ induit par 250uM Ca2+. Les mitochondries de souris Ppif/- affichent 
une résistance accrue à l'ouverture du PTP comparativement aux mitochondries de souris 
normales (Ppit/+) ou hétérozygotes (Ppit/-). Adaptée de Baines et al. (6). 
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et les résultats montrent que plus l'expression de la protéine est élevée dans un tissu, plus 
les mitochondries sont sensibles à l'ouverture du PTP (55). De manière similaire, dans le 
cerveau, les mitochondries des neurones corticales et striatales expriment des quantités 
différentes de Cyp-D et ceci est corrélé avec leur sensibilité à l'ouverture du pore (21). Il 
semble également que dans les neurones 1'expression de la Cyp-D varie au cours du 
développement. En effet, les neurones néonataux expriment significativement plus de Cyp-
D et sont plus vulnérables à 1'ouverture du PTP que les neurones adultes (55). Les auteurs 
de cette étude ont suggéré que la diminution de l'expression de la Cyp-D au cours de la 
maturation pourrait avoir lieu une fois les connexions neuronales établies de manière à 
protéger contre la mort cellulaire. 
Des données récentes provenant de notre laboratoire ont montré les premières 
évidences suggérant que l'expression de la Cyp-D peut augmenter en réponse à un stress in 
vivo et est associée à une plus grande vulnérabilité à l'ouverture du PTP (40). Dans cette 
étude, des rats ont subi une dénervation du nerf sciatique entraînant l'atrophie du triceps 
sural, une condition qui engendre 1'activation de la voie apoptotique intrinsèque (147). Les 
résultats ont montré que les mitochondries des muscles atrophiés expriment plus de Cyp-D 
et sont plus vulnérables à 1'ouverture du PTP induit par le Ca2+ comparativement aux 
animaux contrôles (sham) (40). 
Outre le niveau d'expression de la Cyp-D, des études ont montré que la localisation 
de la Cyp-D dans la mitochondrie est un facteur important dans la sensibilité à l'ouverture 
du PTP (30, 127, 155). Halestrap et al. (30) ont démontré que la Cyp-D, normalement 
soluble dans la matrice, se lie à la MIM en réponse au stress. Dans cette étude effectuée in 
vitro sur des mitochondries isolées, les auteurs ont démontré qu'un stress oxydatif 
(incubation avec du t-butyl hydroperoxide (tBH)) causant l'ouverture du PTP est associée à 
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un recrutement de la Cyp-D à la membrane interne (Figure 7) (30). Les, auteurs ont 
également démontré que l'incubation des mitochondries avec la CsA (5uM) peut prévenir 
la liaison de la Cyp-D avec la MIM, seulement si le traitement à la CsA est effectué avant 
l'application du stress. Une fois le stress appliqué, l'ajout de CsA ne permet pas de 
dissocier la Cyp-D de la MIM: dans ces conditions (30). 
Bien qu'il soit clair que le recrutement de la Cyp-D à la membrane est un élément 
important, l'identité de ses partenaires de liaison qui sont impliqués dans la formation du 
PTP demeure un sujet de débat. En effet, bien qu'il ait été suggéré par certains que la 
protéine ANT constitue le principal partenaire de liaison de la Cyp-D responsable de son 
effet sur le PTP, des résultats plus récents ont montré que la Cyp-D peut se lier avec une 
haute affinité à plusieurs autres protéines (16, 166). De plus, une étude effectuée sur des 
mitochondries n'exprimant aucun des deux isoformes de l'ANT a démontré que la CsA 
inhibe le PTP, indiquant que la liaison de la Cyp-D à d'autres protéines que }' ANT peut 
induire l'ouverture du PTP (16, 99). 
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Figure 7 : Augmentation de l'expression de la cyclophiline-D membranaire en réponse 
à un stress oxidatif induit par le t-butyl hydroperoxide (tBH). L'augmentation de la 
sévérité du stress oxydatif se traduit par translocation de la cyclophiline-D de la matrice 
. vers la membrane mitochondriale interne. Adaptée de Connern et Halestrap (30). 
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Espèces réactives de l'oxygène: un inducteur du PTP 
La probabilité d'ouverture du PTP est grandement augmentée par une production 
excessive de ROS. Des études effectuées sur des mitochondries isolées ont démontré que 
les ROS agissent avec le Ca2+, comme co-activateur du PTP (36). De plus, Kim et 
Lemasters (96) ont rapporté que les ROS étaient des effecteurs encore plus importants que 
le Ca2+ dans l'induction du PTP suivant un stress d'ischémie-reperfusion dans les 
cardiomyocytes (96). 
La production de ROS dans la mitochondrie, principalement au niveau de la chaîne 
de transport des électrons, résulte en une augmentation de la concentration d'anions 
superoxydes (02.) qui est transformé en H20 2 par l'enzyme mitochondrial superoxyde 
dismutase (Figure 8) (102). Le H20 2 est ensuite réduit en eau par les enzymes glutathione 
peroxydase, thioredoxine peroxydase et catalase. Lorsque la quantité d'02·' produite 
augmente en présence de Ca2+ et de Pi, ou que les voies de réduction du H20 2 sont 
inactivées, l'accumulation de H20 2 en présence de Fe2+ produit la molécule radicalaire 
HO·. Cette molécule hautement réactive oxyde les groupements thiol (-SH) du PTP 
provoquant son ouverture (70, 102, 121). 
Î 
De plus, comme il a été mentionné précédemment, Connem et Halestrap (30) ont 
démontré qu'un stress oxydatif augmente la liaison de la Cyp-D' liée à la MIM, un 
phénomène associé à une vulnérabilité accrue à l'ouverture du PTP. Ces résultats 
concordent avec ceux obtenus par Baines et al. (6) chez les souris Ppif/. qui montrent que 
l'absence de la Cyp-D rend les mitochondries plus résistantes au stress oxydatif. 
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Figure 8 : Accumulation d'espèces réactionnelles de l'oxygène et induction du PTP. La 
production d'02e - et R20 2 provoque l'oxydation des groupements -SR du PTP, ce qUI 
entraîne son ouverture. Adaptée de Kowaltowski et al. (102). 
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Autres régulateurs du PTP 
Le Ca2+, la Cyp-D et les ROS sont les inducteurs du PTP étudiés dans les travaux du 
présent mémoire, mais il est important de noter qu'il existe plusieurs autres modulateurs qui 
influencent la sensibilité du pore. Certains de ces modulateurs facilitent son ouverture 
notamment en augmentant sa sensibilité à son principal inducteur, le Ca2+. Le phosphate 
inorganique (Pi) et le stress oxydatif sont des co-activateurs du pore et la présence de l'un 
ou l'autre de ces substrats diminue la quantité de Ca2+ requise pour provoquer l'ouverture 
du pore (73, 80, 81, 167). À l'opposé, la présence de certains cations divalents (Mg2+, Sr2+ 
et Mn2+) dans la matrice inhibe l'ouverture du PTP probablement en agissant comme 
antagonistes compétitifs du Ca2+ (15, 167). Les adénines nucléotides (ATP et ADP) 
agissent comme inhibiteurs du PTP alors que la déplétion de leur réserve mitochondriale 
favorise l'ouverture du pore (15, 35, 167). Le PTP est également sensible aux variations du 
potentiel de membrane (il\}') sur une étendue de 180 à 120mV, où un potentiel bas favorise 
l'ouverture du pore (15, 167). Le pH influence aussi la probabilité d'ouverture du PTP, 
celui-ci étant diminué avec une acidification de la matrice (15, 95, 167). Par ailleurs, 
certaines protéines de la famille des Bcl-2 influencent la sensibilité du PTP. Bid et Bax 
favoriseraient l'ouverture du pore alors que Bc1-2 et Bc1xL agissent comme inhibiteurs (32, 
64, 157). Un résumé des modulateurs connus du PTP et de leurs rôles régulateurs est 
présenté au Tableau 1. 
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Agent Probabilité d'ouverture du PTP Références 
Cyelophiline-D membranaire Augmentée (6,30,55,87) 
Surcharge de Ca2+ matriciel Augmentée (33,52, 167) 
Production excessive de ROS Augmentée (34,96) 
Mg2+, Sr2+, Mn2+ matriCiel Diminuée (15, 50, 167) 
ATP Diminuée (53, 167) 
ADP - Diminuée (35, 167) 
Pi Augmentée (73,80, 81, 167) 
,pH Une diminution du pH matriciel (15,95) 
diminue la probabilité 
Potentiel de surface Une réduction entraîne une diminution (19) 
de la probabilité 
Voltage Une augmentation entraîne une (52, 167) 
diminution de la probabilité 
Bax, Bid Augmentée (32, 64, 157) 
Bel-2, BclXL Diminuée (32, 64, 157) 
Cyclosporine A Diminuée (37, 167) 
Tableau 1 : Régulateurs du PTP et leurs effets sur la probabilité de son ouverture. 
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Rôles des mitochondries dans le remodelage hypertrophique 
ventriculaire pathologique et dans l'insuffisance cardiaque. 
Introduction 
L'hypertrophie ventriculaire pathologique est une réponse du cœur à différents 
types de stress incluant la surcharge de travail ou la perte de masse cardiaque à la suite d'un 
infarctus (14). Cette réponse est accompagnée d'une variété de changements au niveau des 
cardiomyocytes et de la matrice extracellulaire (14, 56, 93). Or, la plupart de ces 
changements apparaissent délétères puisqu'ils sont associés à une augmentation du taux de 
mortalité et de morbidité et à une progression vers l'insuffisance cardiaque (13, 90). 
L'insuffisance cardiaque peut être la conséquence tardive de plusieurs pathologies dont 
l'hypertension artérielle, l'athérosclérose ischémique et l'insuffisance valvulaire (111). 
Au Canada, l'impact des maladies cardiovasculaires, dont l'insuffisance cardiaque 
est une des principales affections, sur la qualité de vie et sur le plan socio-économique est 
en croissance (71). Ceci est relié d'une part au vieillissement de la population, puisque cette 
pathologie affecte d'une manière prépondérante les personnes âgées. Le rapport de la 
fondation des maladies du cœur du Canada de 2003 indique que cette croissance risque de 
se poursuivre puisque les adolescents et les jeunes adultes d'aujourd'hui ont des 
comportements malsains reliés à la sédentarité, au tabagisme et aux mauvaises habitudes 
alimentaires (71). Selon les statistiques de 1998, sur le plan socio-économique, les maladies 
cardiovasculairescoûtent aux contribuables Canadiens plus de 18,4 milliards en frais 
directs et indirects (71). De 2000 à 2001 les maladies cardiovasculaires ont représenté 18% 
de l'ensemble des hospitalisations au Canada. Plus particulièrement, l'insuffisance 
cardiaque atteint plus de 400000 Canadiens, et on recense plus de 50000 nouveaux cas 
diagnostiqués chaque année (101). 
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Bien que l'association entre l'hypertrophie cardiaque et le développement de 
l'insuffisance cardiaque soit reconnue, les raisons pour lesquelles certains cœurs 
hypertrophiés progressent vers un stade de décompensation alors que d'autres ne 
progressent pas vers cette état de défaillance systolique demeurent mal connues (14, 93). 
Parmi les facteurs impliqués dans la pathogenèse de l'insuffisance cardiaque, les 
mitochondries ont fait l'objet de nombreuses études, étant donné leur rôle central dans la 
production d'énergie, dans la production de radicaux libres ainsi que dans le processus de 
mort cellulaire. La section qui suit vise à présenter une revue des évidences expérimentales 
qui démontrent que dans le cœur insuffisant, les mitochondries présentent des déficiences 
structurales et fonctionnelles et participent à l~ mort cellulaire. 
Modifications structurales et fonctionnelles des mitochondries dans le 
cœur insuffisant 
Plusieurs études menées chez l'humain et à l'aide de divers modèles animaux ont 
démontré la présence d'anomalies mitochondriales dans le cœur insuffisant (108, 115, 144, 
151). Des analyses structurales montrent que les mitochondries présentent des anomalies 
des membranes internes et externes ainsi qu'une réduction de la densité des cristae et une 
augmentation d.u gonflement de la matrice (Figure 9) (130, 136). 
Au plan fonctionnel, des études menées chez l'homme et chez les animaux ont 
démontré une diminution de l'activité de plusieurs enzymes de la chaîne respiratoire et du 
cycle de Krebs mesurée dans le tissu cardiaque entier ou sur des mitochondries isolées (22, 




Figure 9: Morphologie des cardiomyocytes et des mitochondries dans un modèle 
d'insuffisance cardiaque induite par le TNFa.. Les micrographies électroniques 
démontrent que la surexpression de la cytokine TNFa. (qui est impliquée dans le 
développement de l'insuffisance cardiaque) dans le cœur de souris, induit de profondes 
altérations morphologiques des mitochondries in situ dans le cœur (images de gauche et du 
centre) ou in vitro après leur isolation (image de droite). (A) Souris contrôles, (B) souris 
transgéniques TNf'a.. Adapté de Ozcan et al (130). 
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l'activité des complexes de la chaîne respiratoire chez des patients atteints de cardiopathies 
dilatées ou ischémiques (Tableau 2). De manière similaire, Buchwald et al. (22) ont 
rapporté une diminution de l'activité du complexe III (3,77 +/- 0,82 vs 4,95 +/- 1,15 !lmol 
min'1 mil) et du complexe V (2,63 +/- 0,96 vs 3,65 0,6 umol min· l mg·l ) de la chaîne 
respiratoire chez des patients atteints d'une cardiopathie dilatée. 
J avadov et al. (86) ont montré que dans le cœur insuffisant, les changements 
enzymologiques se traduisent, par une diminution de la capacité respiratoire des 
mitochondries isolées, et ceci en présence d'une variété de substrats énergétiques 
alimentant la chaîne respiratoire à différents niveaux (Tableau 3). 
Par ailleurs, plusieurs études ont démontré que la production de ROS était augmentée dans 
les mitochondries de cœurs insuffisants (63, 83, 84, 98). Ide et al. (84) en utilisant la 
résonance paramagnétique électronique (ESR) de la sonde hydroxy-TElVIPO. En effet, les 
auteurs ont démontré que les particules mitochondriales isolées de cœurs insuffisants 
produisaient 2,8 fois plus d'02·' au niveau du complexe l de la chaîne respiratoire que ceux 
provenant de cœurs normaux en présence de NADH. De plus, la présence de SOD ou de 
SOD et de catalase a atténué le signal ESR dans les mêmes conditions (Figure 10) (84). La 
plus grande production de ROS chez les animaux en insuffisance cardiaque était 
accompagnée d'une plus grande quantité de peroxydes lipidiques (84), d'une présence 
accrue de mutations de l'ADN mitochondrial (83) et d'une réduction de l'activité 
enzymatique des complexes l, III et IV (83). D'autres études ont rapporté une augmentation 
de la fréquence des mutations de l'ADN mitochondrial dans les cœurs d'animaux 
insuffisants (83, 109, 116, 117). Ce phénomène a été attribué à la production accrue de 
IDC IC Controls 
(n=1 i) (n=6) (n =17) 
C:omplex l 120+36 133+35 132+61 
Complex II 286+ 10lc 307+115 392+119 
C:omplex III 371+110c 456+110c 703+266 
Complex IV 57S+202 655+393 589+288 
Complex l + III 63+40c 73+22 c 163+75 
Citrate synthase 422+ 156 416+106 486+127 
a Activity 'values expressed as nmol/min/mg prot. 








C These values were significantly 10\ver than control values 111 the 
Stuclent-Newman-Kreuls post-hoc test. 
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Tableau 2 : Activité des complexes de la chaîne respiratoire chez des patients humains 
atteints de cardiopathies dilatées ou ischémiques. Le tableau présente l'activité des 
complexes l, II, III, I+III et de la citrate synthase mesuré dans l'homogénat total provenant 
de biopsies effectuées au moment de la chirurgie de transplantation cardiaque sur le cœur 
de patients insuffisants atteints de cardiopathies dilatées (IDC) ou ischémiques (lC). Les 
valeurs témoins ont été déterminées sur les mitochondries de cœurs transplantés. Adapté de 
Jarreta et al (85). 
Groups Shmn 
Il 9 
Citrate syntha.se (nuits/mg protein) 2.63 ±O.12 
Rates r:~f respiration (Ilrlw! 0 pel" !IIill/mg of proTeitr) 
SUite :2 
2-0xoglutarate 27 ± 1 
SuccÎnale 69± 1 
Glutamate 29±2 
Stare 3 
2-0xoglutamte 235 ± 8 
SlIccÎnale 169 ± 3 
Glutamate 139 ±4 
Ascorbate + TMPD 
2-0xoglutarate 299 ± 10 
Succinate 308 ±9 
Glutamate 303 ±9 
SUite 3/s/ale 2 (Rel) 
2-0xoglutnr:lte 9.0 ± 0.7 
Succlnate 2.5 ±O.t 
Glutamate 4.8 ± 0.3 
Srafe 3/ascorbate 
2-0xoglutarate 0.79 ±0.02 
Sliccinate 0.55 ±O.OI 




1. 97 ± 0.03 ** 
25 ± 1 
61 ± 1 *'" 
29 ± t 
203 ± 8 *'* 
145±6*'* 
98 ±4 ** 
264± 12" 
283 ± 10 
274 ± Il '" 
8.2 ± 0.5 
2.4 ± 0.1 
3.5 ± 0.2 *~, 
0.77 ± 0.02 
0.51 ± 0.01 '" 
0.37 ±0.01 *,.,... 
Tableau 3 : Les résultats représentent la ,moyenne ± S.E.M; de 9 expériences par 
groupe. * P<O,05; ** P<O,Ol groupe CAL vs groupe sham. Adaptée de Javadov et al. 
(86). 
Figure 10 : Production de radicaux libres par des particules mitochondriales isolées à 
partir des cœurs normaux et insuffisants. Les résultats représentent la production d'O/-
mesurée par résonance paramagnétique électronique du 5,5'-dimethyl-l-l-pyrroline-N-
oxide (DMPO-OOH) sur des particules mitochondriales provenant de cœurs normaux 
(contrôles) et de cœurs insuffisants (HF) suite à un remodelage post-infarctus chez le chien. 
Les substrats utilisés pour alimenter la chaîne respiratoire au niveau du complexe l et II 
étaient le NADH (200 Jlmol/L) et le succinate (10 mmol/L) respectivement. Le signal 
DMPO relié à la production d'Oz e_ était significativement plus bas dans les deux groupes 
expérimentaux en présence de SOD (lOOU/mL) ou de SOD (100 U/mL) avec catalase (500 
U/mL) témoignant de la spécificité du signal DMPO-OOH. La différence entre contrôle et 
HF est uniquement observée en présence de NADH suggérant qu'une altération du 
complexe l est responsable de la plus grande production d'Oze-. Les valeurs représentent la 
moyenne ± S.E.M. *: Significativement différent des valeurs contrôles (p<0,05); t 
Significativement différent du groupe HF en présence de succinate (p<0,05). Adaptée de 
Ide et al (84). 
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ROS par la mitochondrie pUIsque l'ADN mitochondrial se trouve à proximité de la 
production de ROS et que l'organelle possède un système limité de réparation de l'ADN. 
Par ailleurs, il semble exister une réponse biphaslque du système de défense antioxydant au 
cours du remodelage ventriculaire. En effet, quelques études ont rapporté une augmentation 
de l'activité de plusieürs enzymes antioxydantes dont la SaD, la catalase, la glutathione 
peroxydase ainsi qu'une augmentation du contenu en vitamine E au début de la pathologie, 
alors que le cœur est en phase d'hypertrophie compensée (12, 47, 78, 79). Cependant, la 
situation est rapidement renversée alors que les capacités de défense décroissent sous les 
niveaux normaux (47, 78, 79). Il a été suggéré que l'augmentation de la production de ROS 
accompagnée de la réduction de l'efficacité du système de défense contribuerait à la 
décompensation cardiaque. Modifications structurales et fonctionnelles des mitochondries 
dans la phase d 'hypertrophie compensée 
Quoique l'insuffisance cardiaque s'accompagne de dysfonctions mitochondriales 
multiples, la majorité des études qui ont été effectuées à un stade précoce du remodelage 
cardiaque rapporte peu ou pas de dysfonctions mitochondriales (154). En effet, aucune des 
modifications structurales rapportées dans le cœur insuffisant n'a été identifiée au stade 
d'hypertrophie compensée. Cependant, il semble néanmoins y avoir des modifications au 
niveau de l'organisation du réseau mitochondrial et de la morphologie des cristae durant le 
remodelage ventriculaire. La surcharge volumique a été associée à une diminution de la 
taille moyenne des mitochondries et à une augmentation de leur nombre, permettant ainsi le 
maintien de la masse mitochondriale totale des cardiomyocytes (154). Par ailleurs, Goto et 
al. (60) ont démontré un accroissement de la densité des cristae au niveau de plusieurs 
mitochondries chez le rat spontanément hypertendu (SHR) à un âge où l'hypertrophie 
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cardiaque commence à se développer (10 semaines). Cependant, l'impact de ces 
. changements structuraux demeure inconnu à ce jour. 
Sur le plan fonctionnel, bon nombre d'études ont rapporté que la capacité respiratoire est 
normale voir même augmentée dans le cœur hypertrophié (20, 43, lOS, 110, 148, 152). Une 
étude de Sordahl et al (148) menée avec un modèle de constriction de l'aorte chez le lapin 
illustre bien ce phénomène. Les auteurs ont démontré que les mitochondries provenant des 
cœurs en stade compensé d'hypertrophie affièhaient une respiration significativement plus 
élevée que les mitochondries isolées d'animaux témoins en présence des substrats du 
complexe l '(glutamate-malate) et d'ADP (figure 11). Toutefois, les mitochondries des 
cœurs insuffisants avaient une capacité respiratoire sous les valeurs des mitochondries 
provenant des cœurs témoins. Cet accroissement de la capacité respiratoire dans le cœur 
compensée n'est pas rapporté dans tous les modèles de remodelage ventriculaire. En effet, 
(Vflfl'l!!: 1'11111 Cf'1'tl! ID 
I:f:ftciurl) 
(§)FJJII*Ir.él 
[31 da!!' .. " 
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Figure 11 : Fonction respiratoire mesurée sur des mitochondries isolées à partir de 
cœurs en phase d'hypertrophie compensée et d'insuffisance. La figure présente des 
tracés de respiration typiques obtenus sur des mitochondries isolées à partir de cœurs de 
lapins (A) normaux, (B) durant la phase d'hypertrophie compen~ée ou (C) d'insuffisance 
induites par constriction de l'aorte. Les mitochondries étaient énergisées avec les substrats 
. du complexe 1 (glutamate-malate). L'ADP était ajoutée pour induire la respiration 
maximale (stade 3) puis la respiration basale (stade 4) était obtenue après la 
phosphorylation complète de l'ADP. Les valeurs maximales (en nanoatome d'O/minlmg 
protéine) obtenues en stade 3 sont indiquées à gauche des tracés. Les rapports ADP : 0 et 
RCI (stade 3/stade 4) sont indiqués à droite comme témoins de l'efficacité du couplage 
entre la respiration et la phosphorylation. La ligne pointillée indique la réponse de la 
respiration lorsque du NADH exogène était ajouté en substitution de l' ADP. Une 
augmentation de la respiration en présence de NADH témoigne d'une atteinte à l'intégrité 
de la membrane interne. Adaptée de Sordahl et al. (148). 
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plusieurs études n'ont rapporté aucune modification de la respiration mitochondriale de 
base dans différents modèles d'hypertrophie pathologique (31, 43, 105). À titre d'exemple, 
Brookes et al. (20) ont rapporté aucune modification de la respiration mitochondriale 
stimulée par l'ajout d'ADP dans un modèle de constriction de l'aorte chez le rat Sprague-
Dawley huit semaines post-chirurgie, et ce, en présence des substrats pour le complexe I, II 
et IV (Figure 12). 
Par ailleurs, dans cette même étude, Brookes et al. (20) ont rapporté que les 
mitochondries provenant de cœurs hypertrophiés étaient significativement plus sensibles à 
l'oxyde nitrique (NO·) (Figure 13), un facteur de régulation de la respiration exerçant un 
effet inhibiteur sur le complexe IV (28). Or, il a été rapporté que l'expression de la NO· 
synthase (iNOS) est augmentée dans le cœur insuffisant (120, 156), et également dans le 
cœur c.ompensé (156) (Figure 14). Ces résultats suggèrent donc que la respiration 
mitochondriale in vivo pourrait être altérée au cours de la phase compensée d'hypertrophie 
et que des modifications subtiles de la fonction mitochondriale peuvent exister malgré une 
capacité respiratoire apparemment normale en condition basale. 
L'ensemble des études disponibles suggère donc que les mitochondries affichent des 
dysfonctions importantes dans le cœur insuffisant, mais qu'aucune modification majeure de 
la morphologie et des fonctions de base ne semblent détectables dans le cœur en phase 
d'hypertrophie compensée. Ces observations ne permettent donc pas de conclure avec 
certitude si les dysfonctions mitochondriales jouent un rôle causal dans la pathogenèse de 
l'insuffisance cardiaque ou si elles ne sont qu'une conséquence tardive de la 
décompensation. Elles mettent également en évidence notre manque de compréhension des 
mécanismes par lesquels les mitochondries développent ces dysfonctions. Cependant, il est 
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Figure 12: Propriétés respiratoires de mitochondries isolées à partir de cœurs 
normaux ou en stade d'hypertrophie compensée à la suite d'une constriction de 
l'aorte abdominale. La figure présente la vitesse de respiration évaluée sur des 
mitochondries isolées à partir de cœurs de rats contrôles (0) ou au stade compensé 
d'hypertrophie huit semaines suivant une chirurgie de constriction de l'aorte abdominale 
(.). Les valeurs moyennes ± S.E.M. de la respiration en stade 3 et 4 en présence de 
glutamate-malate (G+M), pyruvate-malate (P+M), succinate ,(Suce) et TMPD-ascorbate 
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Figure 13 : Effet de l'hypetrophie cardiaque sur la respiration mitochondriale lors 
d'une inhibition du complexe IV avec NO·, Les mitochondries ont été isolées à partir du 
ventricule gauche provenant de rats contrôles (0) et de rats soumis à huit semaines de 
constriction de l'aorte abdominale (.). La respiration a été titrée avec des concentrations 
croissantes d'un donneur de NO·. Chaque point représente la moyenne ± S.E.M. d'au 
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Figure 14: Effet de l'hypertrophie cardiaque sur l'expression de la NO synthase. La 
figure présente les niveaux d'expression de la NOS inductible (iNOS: 130KDa) et 
endothéliale (eNOS: 140 KDa) dans les cœurs de rats normaux ou soumis à une 
constriction de l'aorte abdominale (BAND). A: Dans les gels représentatifs, les puits 
contenaient respectivement: 1) un contrôle positif (des lysats de macrophages de souris 
pour iNOS et des cellules endothéliales humaines pour eNOS), 2) un contrôle huit 
semaines, 3) un BAND huit semaines, 4) un contrôle 22 semaines et 5) un BAND 22 
semaines. B) Analyse densitométrique des résultats obtenus pour l'expression de iNOS 
(contrôles: D, BAND: .). Les valeurs représentent la moyenne ± S.E.M. d'au moins 
quatre expériences différentes. Adaptée de Brookes et al. (20). 
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respiratoire sur des mitochondries isolées et dans des conditions standardisées qui ne 
représentent pas les conditions rencontrées in situ dans les cardiomyocytes. L'étude de 
Brookes (20) démontrant une modification de la régulation du complexe IV par le NO· 
porte à croire que la régulation de la respiration pourrait être affectée avant même 
l'apparition de déficits au niveau des complexes de la chaîne respiratoire. 
Activation des mécanismes mitochondriaux de mort cellulaire dans le 
cœur insuffisant 
Au niveau cellulaire, l'insuffisance cardiaque est, entre autres, caractérisée par une 
augmentation de la mort cellulaire. Des études menées chez l'Homme et l'animal ont 
rapporté la présence accrue de plusieurs marqueurs de mort cellulaire apoptotique comme 
la condensation de la chromatine et la fragmentation de l'ADN génomique (mesuré par 
marquage TUNEL) (91, 123, 124, 126, 129). Le stress associé à l'insuffisance cardiaque 
entraîne également la mort des cellules par nécrose (87, 125). Enfi:f}, il a été démontré que 
l'autophagie est activée dans le cœur insuffisant, quoique le rôle de ce mécanisme de mort 
cellulaire ne soit pas bien connu (77, 100). 
Bien que de multiples mécanismes peuvent mener à la mort cellulaire, plusieurs 
études menées chez des patients humains et sur des modèles animaux d'insuffisance 
cardiaque ont rapporté une présence accrue de cytochrome c dans le cytosol (126, 140) 
ainsi qu'une augmentation de l'activation des caspases 9 (140) et 3 (124, 126), ce qui 
suggère clairement une implication des mitochondries. Bien que les mécanismes de relâche 
de facteurs pro-apoptotiques demeurent mal compris, certaines études ont associé ces 
événements à l'augmentation de l'expression de Bax et à la diminution de l'expression de 
Bcl-2 (124, 129, 139). Cette augmentation du ratio BaxlBcl-2 aurait pour effet de permettre 
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la fonnation d' oligomères BaxlBak dans la MEM et la relâche conséquente des facteurs 
pro-apoptotiques (61). Toutefois, les protéines Bax et Bcl-2 influencent également 
l'ouverture du PTP (voir la section «Mécanismes de pennéabilité des membranes 
mitochondriales»). De plus, l'ouverture transitoire du PTP est également perçue comme un 
signal pennettant le recrutement de Bax à la membrane externe (18, 44, 131, 160). Il est 
donc possible que ce mécanisme joue également un rôle dans l'activation de la voie 
mitochondriale de mort cellulaire. 
Il existe maintenant plusieurs évidences démontrant que l'ouverture du PTP est 
accrue dans le cœur insuffisant. Javadov et al. (86) ont utilisé la technique de séquestration 
mitochondriale du déoxyglucose tritié eH-DOG) pour mesurer l'ouverture de PTP dans des 
cœurs de rats perfusés ex vivo après un remodelage induit par un infarctus. Les résultats ont 
montré une augmentation de l'ouverture du PTP après 12 et 16 semaines de remodelage 
comparativement aux cœurs nonnaux en condition de perfusion nonnoxique. Des résultats 
similaires ont été rapportés par Sharov et al. (144) dans des cardiomyocytes à l'aide d'un 
modèle d'insuffisance cardiaque induite par «pacing» chez le Chien. Finalement, une 
étude a démontré que les mitochondries isolées à partir du cœur insuffisant provenant de 
souris transgéniques sur-exprimant le TNFa, une cytokine impliquée dans l'insuffisance 
cardiaque et exprimée de manière cardio-spécifique, étaient plus vulnérables à l'ouverture 
du PTP par surcharge calcique in vitro (130). Dans cette étude, la quantité de Ca2+ requise 
pour induire l'ouverture du PTP sur des mitochondries isolées était significativement plus 
basse chez ces souris comparativement aux souris contrôles. 
Comme ces études ont toutes été effectuées à un stade tardif de la pathologie, il est 
difficile de conclure à partir de ces données si l'ouverture du PTP contribue à la 
progressIOn vers l'insuffisance ou constitue simplement une conséquence tardive. 
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Cependant, deux arguments nous mènent à penser que l'occurrence d'ouverture du PTP 
s'accroît durant la phase compensée du remodelage ventriculaire et contribue à la 
\ 
progression vers l'insuffisance cardiaque. La première évidence est que dans l'étude de 
Javadovet al. (86), les auteurs ont démontré qu'un traitement chronique avec l'EMD87580, 
un inhibiteur de l'échangeur Na+/W, permettait de diminuer le remodelage cardiaque et de 
diminuer de 40% l'augmentation de l'occurrence d'ouverture du PTP dans le cœur. 
Cependant, puisqu'il est possible que l'inhibition de l'échangeur Na+lH+ exerce d'autres 
effets protecteurs, il n'est pas certain que l'inhibition du PTP soit le mécanisme responsable 
des effets bénéfiques de l'EMD87580. La deuxième évidence provient d'une étude récente 
du groupe de Molkentin (125) démontrant que la suppression du gène Ppif codant pour la 
Cyp-D, prévenait le remodelage cardiaque pathologique, la nécrose et la mortalité dans un 
modèle d'insuffisance cardiaque induite par la sur-expression de la sous-unité ~2a des 
canaux calciques de type L du sarcolème (CCTL) (Figure 15). À l'opposé, les souris CCTL 
qui sur-exprimaient la protéine anti-apoptotique Bcl-2 n'étaient pas protégées contre la 
mort cellulaire et l'insuffisance cardiaque (125) indiquant clairement que la prévention de 
l'ouverture du PTP jouait un rôle clé dans le développement de l'insuffisance cardiaque. 
Cependant il est important de considérer que le rôle du PTP dans ce modèle transgénique 
est amplifié par la nature du stimulus initial i.e. la surcharge calcique qui est un inducteur 
majeur de l'ouverture du pore. D'autres études sont requises pour déterminer clairement si 
l'ouverture accrue du PTP contribue à la pathogenèse de l'insuffisance cardiaque induite de 
manière plus physiologique. 
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Figure 15 : La perte de cyclophiline-D (Ppif~!·) dans les souris sur~exprimant la sous-
unité 62a des canaux calciques de type L du sarcolème (DGT). Les cœurs de souris 
n'exprimant pas la CyP-D et sur-exprimant la sous-unité ~2a des canaux calciques de type 
L du sarcolème (DGT) ne développaient pas d'hypertrophie ventriculaire ou auriculaire et 
ne présentaient pas d'indication de fibrose contrairement au cœur DGT. Adaptée de 
Nakayama et al. (125). 
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La vulnérabilité au stress: un contributeur potentiel dans la transition 
vers l'insuffisance cardiaque 
La pathogenèse de l'insuffisance cardiaque se développe sur une période pouvant 
aller de quelques semaines à quelques années. Le remodelage ventriculaire prenant place au 
début de la pathologie est accompagnée d'une détérioration des fonctions systoliques alors 
que les cardiomyocytes sont vraisemblablement soumis à des périodes de stress prolongées 
allant des hypoxies ou des ischémies transitoires locales, aux réponses inflammatoires, au 
stress oxydatif et au déséquilibre de l'homéostasie calcique (2, 86, 90, 136). Un concept 
récemment mis de l'avant propose que les cardiomyocytes développent une vulnérabilité au 
stress pendant l'hypertrophie compensée, qui se traduit par une susceptibilité accrue au 
déclenchement des processus de mort cellulaire (91). Une étude menée par Kang et al (91) 
a évalué la vulnérabilité des cardiomyocytes à une variété de stress in vitro chez des rats 
Dahl (une souche de rats affichant une hypertension chronique et un remodelage 
ventriculaire lorsqu'ils sont soumis à une diète salée) durant la période compensée et 
décompensée de la pathologie. Les résultats ont démontré que durant la phase compensée, 
les cardiomyocytes provenant de cœurs hypertrophiés affichaient un plus grand 
pourcentage de mort cellulaire en réponse à une ischémie-reperfusion simulée, un stress 
oxydatif induit par une incubation en présence de H20 2 ou une exposition à la staurosporine 
(Figure 16). 
Par ailleurs, la présence accrue de cellules apoptotiques, mesurée par marquage 
TUNEL dans le cœur, n'était évidente que lorsque le cœur avait atteint l'état d'insuffisance, 
suggérant clairement que la vulnérabilité au stress durant la phase compensée précédait 
l'activation franche de la mort cellulaire dans ce modèle. Il est important de noter que 

























Figure 16 : Effet du remodelage ventriculaire hypertrophique sur la vulnérabilité des 
cardiomyocytes au stress in vitro. La figure présente le pourcentage de cellules 
apoptotiques et la viabilité cellulaire en absence ou en présence de stress in vitro (A;B) 
incluant (A) l'incubation en présence H202, (B) l'ischémie-reperfusion simulée (6-18heures 
respectivement) et un traitement à la staurosporine. Les tests ont été effectués sur des 
myocytes obtenus à partir de cœurs d'animaux contrôles, d'animaux ayant une hypertrophie 
induite par l'exercice (EX) ou induite par surcharge de pression (HS). Le modèle 
d 'hypertension utilisé était le rat Dahl, une souche développant une hypertension 
spontannée en réponse à une diète salée. Les rats contrôles et entraînés étaient de la même 
souche, mais n'ont pas été soumis à la diète salée. Les cardiom·yocytes provenant des cœurs 
, 
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en hypetrophie pathologique compensée (HS) sont plus vulnérables aux trois formes de 
stress imposées. Les valeurs représentent la moyenne ± S.E.M. (n = 6 dans chaque 
condition). NS: non significatif; *: significativement différent du contrôle (P<O,05). 
Adaptée de Kang et aL (91). 
52 
l'ischémie-reperfusion a également été rapportée par d'autres groupes, bien que ces études 
ne se soient pas attardées au rôle de ce phénomène dans la progression de la pathologie (2). 
Étant donné que l'ouverture du PTP joue un rôle important dans la mort cellulaire 
induite par l'ischémie-reperfusion (42, 49, 67) et par le stress oxydatif (25, 46, 112, 128), 
nous avons émis l'hypothèse que le développement d'une susceptibilité mitochondriale à 
l'ouverture du PTP pourrait contribuer à la vulnérabilité cellulaire au stress observée dans 
le cœur hypertrophié. Pour tester cette hypothèse, nous avons utilisé un modèle 
d'hypertrophie pathologique induite par une fistule aorto-cavale (AFC) chez le rat WKHA. 
Cette souche recombinante consanguine est dérivée d'une sélection phénotypique de la 
progéniture provenant de croisements hybrides F2 entre le rat spontanément hypertendu 
SHR et le rat Wistar-Kyoto (WKY). Bien qu'ils aient une pression artérielle normale et 
identique aux rats WKY, les rats WKHA développent une hypertrophie cardiaque et 
affichent une plus grande susceptibilité au remodelage pathologique induit par surcharge. 
Ce modèle a été utilisé dans le laboratoire de notre collège, le Dr. Christian F. Deschepper, 
pour étudier les gènes impliqués dans l'hypertrophie cardiaque (149). Des études 
antérieures provenant de ce laboratoire ont démontré que chez le rat WKHA, une 
hypertrophie compensée est systématiquement observable 12 semaines après l'induction de 
la. surcharge volumique par ACF (149). Notre laboratoire a donc isolé les mitochondries 
cardiaques de rats WKHA ayant une ACF et de rats contrôles ayant subi une chirurgie 
simulée, afin de caractériser leurs fonctions de base ainsi que leur susceptibilité au stress in 
vitro. 
Dans cette étude, Marcil et aL (114) n'ont observé aucune différence entre les deux groupes 
expérimentaux au niveau de la respiration basale (Vo) et de la respiration maximale, 
stimulée par l'ajout d'ADP (V ADP) en présence des substrats énergétiques (glutamate-
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malate) alimentant le complexe 1 de la chaîne respiratoire (Figure 17) (114). De plus, le 
potentiel de membrane mesuré en condition basale était similaire chez les témoins et les 
ACF. Cependant, suite à une période d'anoxie-réoxygénation, les mitochondries de rats 
ACF affichaient une dysfonction respiratoire significativement plus sévère que les 
mitochondries de rats témoins (Figure 18). De manière intéressante, la présence de CsA 
durant la période d'anoxie-réoxygénation a permis d'abolir la différence entre les deux 
groupes expérimentaux, suggérant que l'ouverture du PTP était en grande partie 
responsable de la dysfonction respiratoire accrue chez les mitochondries des rats ACF. 
De manière à savoir si la plus grande vulnérabilité des mitochondries de rats ACF pouvait 
se manifester en réponse à d'autres types de stress, les mitochondries ont été soumises à des 
tests de surcharge calcique, le Ca2+ étant un inducteur puissant du PTP. Ce test consistait à 
soumettre les mitochondries à des ajouts successifs de Ca2+ pour déterminer la quantité de 
Ca2+ que peuvent accumuler les mitochondries avant le déclenchement de l'ouverture du 
PTP. Les résultats ont montré que la quantité de Ca2+ nécessaire pour induire l'ouverture du 
PTP était inférieure d'environ 40% dans les mitochondries de rats ACF comparativemènt 
aux mitochondries de rats contrôles en présence des substrats du complexe 1 (Figure 19). 
Comme la régulation du PTP est influencée par le type de substrats alimentant la chaîne 
respiratoire, les expériences ont été répétées avec les substrats du complexe II (succinate-
rotenone). Bien que les mitochondries pouvaient accumuler environ deux fois plus de ci+ 
avant que l'ouverture du PTP ne soit observée, la différence entre les groupes 
expérimentaux persistait avec une capacité de rétention calcique d'environ 60% inférieure 
chez les mitochondries d'animaux ACF. De manière à savoir si cette vulnérabilité 
mitochondriale au stress se manifestait dans l'organe entier, des cœurs ont été soumis à une 
période d'ischémie-reperfusion ex vivo et l'ouverture du PTP a été mesurée in situ par la 
méthode de séquestration mitochondriale du déoxyglucose tritié eH-DOG) (26, 62, 114). 














Figure 17 : Effet de la surcharge volumique sur la fonction basale des mitochondries 
cardiaques. La figure présente la respiration basale en absence. d'ADP (Vo), la respiration 
maximale en présence de ImM d'ADP (V ADP) ainsi que le ratio RCR (V ADpNo) mesuré sur 
des mitochondires cardiaques isolées 12 semaines après une chirurgie simulée (sham) ou de 
fistule aorto-cavale (ACF). Les mitochondries étaient énergisées avec les substrats du 
complexe l glutamate-malate (5 :2,5 mM). Les valeurs représentent la moyenne ± S.E.M. 
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Figure 18 : Effet de la surcharge volumique sur la dysfonction respiratoire induite par 
une anoxie-réoxygénation in vitro. La figure A présente un enregistrement typique de la 
concentration en O2 consommée par des mitochondires d'animaux contrôles et d'animaux 
ACF pendant une période d'anoxie-réoxygénation. Les valeurs obtenues pour V ADP et le 
RCR à la 10e et la 20e minute de réoxygénation (figures B et C) sont exprimées en 
pourcentage' des valeurs observées en absence de stress d'anoxie-réoxygénation (valeurs de 
bases). Les expériences ont été répétées en absence ou en présence de 1 !lM de 
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cyc1osporine A (CsA) ajouté avant le début de la période d'anoxie. Les valeurs représentent 
la moyenne ± S.E.M. pour un n = 12 dans chaque groupe. § : Significativement différent de 
pré-anoxie dans le même groupe expérimental, (P<O,OI), * : Significativement différent du 















Figure 19 : Effet de la surcharge volumique sur la vulnérabilité à l'ouverture du PTP 
induite par surcharge calcique. La figure des cinétiques typiques de prise et de relâche du 
Ca2+ (A, C, E, et G) et du potentiel de membrane (B, D, F et H) obtenues sur les 
mitochondties d'animaux sham et ACF énergisées avec du glutamate-malate (5 :2,5 mM) 
ou du succinate (5mM) en présence de 1 /-lM de roténone. Les tracés montrent 
l'accumulation progressive de Ca2+ suivie par sa relâche et l'effondrement simultané du 
potentiel de membrane. Chaque flèche indique l'addition d'une dose de Ca2+ de 42umol/mg 
protéine. Le panneau l présente la capacité de rétention calcique calculée à partir de 8 à 1 ° 
expériences différentes dans chaque groupe. * : Significativement différent des contrôles, 
(P<O,05). Adaptée de Mareil et al. (114). 
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significativement plus grande dans les cœurs ACF que dans les cœurs contrôles indiquant 
une augmentation de l'occurrence d'ouverture du PTP dans le cœur hypertrophié (Figure 
20). De plus, ces résultats étaient associés à une récupération des fonctions cardiaques 
inférieure chez les cœurs ACF (Figure 21). Enfin, les cœurs d'animaux ACF affichaient 
une plus grande relâche de l'enzyme lactate déshydrogénase mesurée dans le perfusât, 
indiquant un plus grand dommage tissulaire comparativement aux cœurs contrôles (Figure 
20). 
À notre connaissance, ces résultats ont fourni la première démonstration que les 
mitochondries développent une vulnérabilité au stress induisant l'ouverture du PJP au 
cours de la phase compensée de l'hypertrophie, au moment où aucune dysfonction 
systolique et aucune anomalie respiratoire n'est détectable. Ces données supportent donc 
l'idée que l'ouverture du PTP pourrait jouer un rôle causal dans le développement de 
l'insuffisance cardiaque. Cependant, les mécanismes responsables de cette vulnérabilité 
demeurent encore inconnus et leur étude a fait l'objet du présent travail expérimental. De 
manière plus précise, nous avons déterminé si cette vulnérabilité était associée à une 
modification de l'expression et :de la localisation de la cyc1ophiline-D ainsi qu'à une 
augmentation de la production de radicaux libres par la chaîne respiratoire et des contenus 
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Figure 20: Relâche de la lactate déshydrogénase (LDH) et la séquestration 
mitochondriale du 3H-DOG mesurées dans les groupes contrôles et ACF. La figure A 
présente l'aire sous la courbe de la relâche de la lactate déshydrogénase (LDH) dans le 
perfusât durant la reperfusion. La relâche de LDH est calculée en multipliant la valeur du 
débit (en mLiminlg de tissus frais) par la concentration en LDH (en mU/minlg de tissus 
frais). La figure B montre l'index de séquestration du 3H-DOG exprimé comme le ratio de 
la désintégration par minute (DPM) de la fraction mitochondriale sur la DPM du tissu chez 
les cœurs n'ayant pas été soumis à une ischémie (n = 4 dans chaque groupe) et chez les 
cœurs ayant subi une ishémie-reperfusion (n 9 et n 8 pour contrôles et ACF 
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respectivement). La figure C montre la respiration basale (Vo) et la respiration maximale 
stimulée par l'ADP (VADP) mesurées sur les mitochondries isolées immédiatement après la 
perfusion du cœur entier. Adaptée de Mareil et al. (114). 
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Figure 21 : Réponse du myocarde à un stress d'ischémie-reperfusion ex vivo chez des 
animaux contrôles et ACF. La figure montre l'évolution (A) de la fréquence cardiaque 
(BPM), (B) de la pression développée par le ventricule gauche (L VDP), (C) de la pression 
diastolique et (D) du débit coronarien des cœurs Sham et ACF soumis à une ischémie à 
faible débit (3% du débit coronaire pré-ischémique) avec présence d'un stress adrénergique 
(100 IlM noradrénaline). Par souci de clarté, les valeurs obtenues pour les cœurs qui n'ont 
pas été soumis à une ischémie-reperfusion (n=4 dans chacun des groupes) et qui ont servi à 
déterminer les valeurs basales de distribution du 3H-DOG ne sont pas représentées. AprèS 
une période initiale de 10min de stabilisation, les cœurs étaient perfusés avec un tampon 
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contenant du 3H-DOG. Cinq minutes avant l'ischémie, les cœurs étaient perfusés avec du 
tampon sans radioactivité pour éliminer le 3H-DOG extracellulaire. Durant cette phase, 
l'infusion de norépinéphrine (lOOIlM) était amorcée et maintenue pour le reste de la 
perfusion. La L VDP était la différence calculée entre les pressions systolique et diastolique. 
* : Significativement différent des Sham, p<O,05. Adaptée de Mareil et al. (114). 
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The goal of the present study was to investigate the mechanisms involved in the 
development of vulnerability to permeability transition pore (PTP) opening in the 
hypertrophied but compensated heart. Hypertrophy was induced by an aorto-caval fistula 
(ACF) in WKHA rats. Mitochondria were isolated 12 weeks post-surgery for measurement 
of respiratory function, PTP sensitivity to Ca2+, ROS production, endogenous matrix Ca2+ 
and expression/localization of the PTP regulating protein Cyp-D. Sensitivity to Ca2+_ 
induced PTP opening was increased in ACF vs sham in absence of basal respiratory 
dysfunctions. Total expression ofCyp-D and the membrane/soluble ratio was greater in the 
ACF group. Increased membrane binding of Cyp-D, which is known to facilitate PTP 
opening, was not reversed by in vitro incubation with high levels of the PTP inhibitor and 
Cyp-D ligand CsA prior to the Ca2+ challenge. ACF mitochondria also displayed a slight 
elevation of endogenous matrix Ca2+ and produced more ROS in vitro, which is known to 
favor the recruitment of Cyp-D from the sol~ble to the membrane fraction. These results 
suggest that early modifications of key PTP regulators, inc1uding an increase in Cyp-D 
expression and membrane recruitment, contribute to the development of mitochondrial 
vulnerability in the hypertrophied heart. Those changes may predispose compensated 
hypertrophied hearts to further cellular dysfunction, ultimately leading to the activation of 
cell death typically observed in the transition to heart failure. 




Among factors potentially involved in the pathogenesis of heart failure, 
mitochondria have been the subject of several studies as they may play a central role in 
energy starvation and are an important source of potentially darnaging reactive oxygen 
species (ROS). It hasbeen reported that systolic heart failure is accompanied by alterations 
in the ultrastructure and function of mitochondria, including a reduction in the activity of 
respiratory chain enzymes and the capacity for oxidative phosphorylation, and an increase 
in the production of ROS and mtDNA mutations (Sabbah et al., 1992; Marin-Garcia et al., 
1996; Li et al., 1997; Marin-Garcia et al., 1999; Jarreta et al., 2000; Sharov et al., 2000; Ide 
et al., 2001; Li et al., 2001; Ozcan et al., 2003). In addition, a growing body of 
experimental evidence clearly indicates that mitochondria also contribute to the ongoing 
cell death observed in the failed myocardium via an increase in the perrneability of their 
membranes (Sharov et al., 2005; Javadov & Karrnazyn, 2007), which results in the release 
ofpro-apoptotic factors in the cytoplasm (Olivetti et al., 1997; Narula et al., 1999; Moe et 
al., 2002; Scheubel et al., 2002a; Scheubel et al., 2002b). This latter phenomenon is 
important since excessive 10ss of cardiomyocytes is currently viewed as an important 
component that contributes to cardiac decompensation (Regula & Kirshenbaum, 2005; van 
Empel et al., 2005). However, these changes were aIl observed in hearts that had already 
reached end-stage failure, which makes it difficult to differentiate early mitochondrial 
dysfunctions that may be causal in the progression toward decompensation from those that 
are late consequence of the failure process. 
In a recent study, we have provided in vitro and in situ evidence that an increase in 
the vulnerability of mitochondria to opening of the perrneability transition pore (PTP), a 
critical perrneation event that activates necrosis and apoptosis, develops in the 
hypertrophied heart when submitted toacute stress (Marcil et al., 2006a). Moreover, this 
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phenomenon occurs at a time when systolic function is normal and in absence of typical . 
respiratory impairments associated with heart failure (Marcil et al., 2006a) , which indicates 
that an alteration in the regulation ofPTP opening can precede overt mitochondrial defects. 
The open-close transition of the PTP is subject to a complex regulation by several 
physiological effectors. Accumulation of Ca2+ in the matrix is an essential trigger of pore 
opening (Zoratti & Szabo, 1995; Bemardi, 1999). Several factors, including the type of 
respiratory substrate used, membrane potential, redox state of pyridine nucleotides, reactive 
oxygen species, [adenylates] and [proton] can however act as co-regulators by affecting the 
sensitivity of the· pore to Ca2+ (Zoratti & Szabo, 1995; Bemardi, 1999). In addition, 
cyclophilin-D (Cyp-D), a chaperone-like protein of the immunophilins family located in the 
mitochondrial matrix, also acts as a potent PTP sensitizer by binding to putative pore 
components of the inner membrane (Crompton, 1999; Halestrap et al., 2002). However, the 
question of which of these factors contribute to the abnormal susceptibility to pore opening 
in the hypertrophied heart remains unclear. 
In the present study, we used our model ofhypertrophic cardiac remodeling induced 
by an aorto-caval fistula (ACF) (Marcil et al., 2006a; Souzeau et al., 2006) to investigate 
the relationship between mitochondrial vulnerability to PTP opening and changes in sorne 
of its physiological modulators. In particular, we hypothesized that increased Cyp-D 
expression and/or recruitment to membrane occurs during the remodeling process and may 




All experiments on animaIs were approved by the Université de Montréal 
Institutional Animal Care Committee and conducted according to the directives of the 
Canadian Council on Animal Care. The male inbred WKHA/Cfd rats used in this study 
originated from a colony maintained at the IRCM, as registered with the Institute of 
Laboratory Animal Resources. We had previously verified that heart failure did not occur 
before 32 weeks of ACF in this strain and that 12 weeks after surgery, eccentric 
hypertrophy developed in a reliable and reproducible fashion, and in the absence of systolic 
dysfunction (Souzeau et al., 2006). 
Induction of chronic volume overload and isolation of mitochondria: 
Induction of the aorto-caval fistula was performed at 10 weeks of age as 
described e1sewhere (Garcia & Diebold, 1990). For measurements of mitochondrial 
performance in vitro, animaIs were anesthetized (ketamine / xylazine : 61.5/7.7 mg/kg, i.p.) 
12 weeks after surgery, and the hearts were dissected out rapidly. Biventricular weight, as 
well as the individual weight of the left (LV, plus septum) and right ventricles (RV) were 
determined. A small piece(100 mg) of the LV was immediately frozen in liquid nitrogen 
and the remaining LV tissue was used for isolation of mitochondria. Each ACF animal was 
paired with one sham-operated control on the same day of experimentation. 
Heart mitochondria were prepared as described previously (Mar6il et al., 2006a). 
Hearts were rapidly excised and immersed into ice-cold isolation medium (buffer A, in 
mM: 300 sucrose, 10 Tris (hydroxymethyl) aminomethane Hydrochloride (Tris-HCl), 
\ 
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1 Ethyleneglycol-bis(~-aminoethyl)-N,N,N',N'-tetraacetic Acid (EGTA), pH 7.2) and 
weighed. Ventricular tissue was minced with scissors in 5 ml of buffer A supplemented 
with 0.2 % fatty acid free bovine serum albumin (BSA) and homogenized using a Polytron 
tissue tearer (~3 sec at a setting of 3). The homogenate was then incubated with the 
protease Nagarse (1.5 mg/g) for 5 min and further homogenized at the same settings. The 
homogenate volume was completed to 30 ml with Buffer A + 0.2 % BSA and centrifuged 
at 800 x g for 10 min. The pellet was discarded and the supematant was decanted and 
centrifuged at 10 000 x g for 10 min. The pellet obtained was re-suspended in buffer B (in 
mM: 300 sucrose, 0.05 EGTA, 10 Tris-HCI, pH 7.2) and centrifuged at 10000 x g for 10 
min. After repeating this washing step twice, the final mitochondrial pellet was re-
suspended in 0.3 ml ofbuffer B to a protein concentration of -20 mg/ml. Ali procedures 
were carried out at 4°C. Protein determinations were performed using the bicinchoninic 
acid method (Pierce, Rockford, IL, USA), with bovine serum albumin as a standard. 
Mitochondrial respiratory function: 
Mitochondria (0.3 mg of protein) were incubated in. 1 nil of buffer containing (in 
mM): 110 KCl, 5 KlhP04, 10 MOPS, 5 glutamate and 2.5 malate (pH 7.4). After 
performing basal ADP-restricted measurements (Vo), 1 mM ADP was added to measure the 
maximal rate of oxidative phosphorylation (V ADP)' Respiratory control ratio (RCR) was 
calculated as the ratio V ADPI Vo (Javadov et al., 2005; Marcil et al., 2006a). 
Calcium challenge: 
Mitochondria (0.3 mg/ml) were incubated in 1.5 ml of buffer C (in mM: 250 
sucrose, 10 MOPS, 0.05 EGTA, 10 KH2P04, pH 7.2) containing glutamate-malate (5:2.5 
mM) or succinate + rotenone (5 mM, 1 J.!M). Changes in extra-mitochondrial calcium 
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concentration were monitored fluorimetrically (Hitachi, F4500 or Ocean Optics SD2000 
spectrofluorometer) using Calcium-green 5N (1 flM, excitation-emission: 505-535 nm) as 
described by Ichas et al. (Ichas et al., 1997). Residual calcium concentration was adjusted 
to the same level at the beginning of every experiment by adding a small amount of EGT A. 
Calcium pulses (42 nmollmg prot) were added at 2 min intervals until a Ca2+ -induced-Ca2+-
release was observed. Calcium retention capacity (CRC) was taken as the total amount of 
Ca2+ accumulated by mitochondria prior to the Ca2+ pulse triggering Ca2+ release (Ichas et 
al., 1997). Calcium uptake kinetics was determined in each experimental group by 
calculating the time required to achieve 50 % of uptake of the first two Ca2+ pulses (Marcil 
et al., 2006b). In parallel experiments, mitochondrial membrane' potential (~'l') was 
measured under the same experimental conditions. For this purpose, Calcium-Green 5N 
was replaced by Rhodamine 123 (0.2 flM: excitation-emission, 503-525 nm) and 
measurements were performt:;d as described by Emaus et al. (Emaus et al., 1986). 
Mitochondrial release of Rhodamine 123 following uncoupling with 100 nM carbonyl 
cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) was taken as an index of membrane potential. 
Mitochondrial ROS production: 
Mitochondrial H20 2 production was measured with the probe Amplex red, which in 
presence of horseradish peroxidase (HRP), reacts with H20 2 in al: 1 ratio to yield the stable 
fluorescent cOl1)pound resofurin (excitation-emission, 563-587 nm) and molar equivalent of 
O2• Mitochondria (0.3 mg/ml) were incubated in 1.5 ml buffer D containing (in mM: 250 
sucrose, 0.005 EGTA, 10 MOPS) supplemented with 1.2 U.mL-1 of horseradish peroxidase 
(HRP) and 5 !lM amplex red. Changes in fluorescence over time were measured III 
presence of substrates for complex 1 (glutamate-malate: 5:2.5 mM) or complex II 
(succinate: 5 mM). In each test, H202 production was measured in absence or presence of 
rotenone (1 !lM) and antimycin-A (2 flM) to block complex 1 and III respectively. At the 
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end of each test 0.72 nmole ofH20 2 were added as an internaI standard to allow calculation 
of endogenous ROS production by the respiratory chain. 
Endogenous Ca2+ content: 
Mitochondria were isolated as described above except that aH buffers were free of 
EGTA in order to avoid chelating Ca2+ (Csukly et al., 2006). Mitochondrial pellets were 
diluted in 0.6 N HCI (1110 w/v), homogenized with a polytron (2x10 sec at a setting of 3) 
and sonicated (2x10 sec at 40% of maximal power output). Following 30 min of incubation 
in boiling water, samples were centrifuged 5 min at 14 000 g and the supernatant was 
recovered. Ca2+ content in the supernatant was determined spectrophotometrically 
(VERSAmax, Molecular Devices) using an O-Cresolphthalein Complexone assay 
according the manufacturer's instructions (TECO Diagnostics, Anaheim, CA). Results were 
expressed in nmoles Ca2+ Img prot. 
Mitochondrial fractionation and immuno-blotting: 
Mitochondria were isolated as described above in buffer E (in mM: 250 sucrose, 
20 MOPS, 2.0 EGTA, 2.0 ethylenediamine tetraacetic acid, 2.5 glutathione, pH 7.2) 
supplemented with 0.5 % BSA and in absence of nagarse. After the second washing step, 
mitochondria were resuspended in 1 mL of buffer E without BSA and layered onto 20mL 
of 30% Percoll (Sigma) as described by Broekmeier et al. (Broekemeier et al., 1991). 
Following centrifugation at 50 000 x g for 30 min, the mitochondriallayer was recovered at 
the bottom of the tube and diluted in ~30mL with buffer E and centrifuged at 10000 x g for 
10 min. After repeating this washing step three additional times, the final mitochondrial 
pellet was re-suspended in 0.3ml of buffer E supplemented with leupeptin (2ug/mL), 
aprotinin (2ug/mL) and PMSF (0.5mM) to a protein concentration of ~20 mg/ml and stored 
at -80°C for subsequent use. 
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Mitochondrial membrane and soluble proteins were isolated according to Coorsenn 
et al (Butt & Coorssen, 2005) with sorne modifications. Mitochondrial samples were 
centrifuged at 14 000 x g for 10 min and the supematant was discarded. The mitochondrial 
pellet was re-suspended in a hypotonic lysis medium (20mM HEPES, pH7.4) and sonicated 
(2x10 sec at 40% of maximal power output). An equal volume of2x PBS was added to th~ 
homogenate to restore isotonicity followed by a centrifugation at 120000 x g for 3h at 4°C 
using a Beckman Optima ™ TLX Ultracentrifuge. The resulting supematant containing the 
soluble mitochondrial pro teins was recovered and immediately stored at -80°e. The pellet 
was re-suspended in lx PBS and the centrifugation was repeated. Following this washing 
step the pellet, considered as the membrane fraction, was re-suspended in fresh lx PBS and 
stored at -80°e. AlI steps were carried at 4°C with buffers cont~ining 2uglmL leupeptin, 
2uglmL aprotinin and 0.5mM PMSF. 
The membrane and soluble mitochondrial fractions were concentrated by 
centrifuging with a Microcon YM-3 centrifugaI filter unit (Millipore). Protein 
determinations were performed as described above and samples were prepared for SDS-
PAGE by dilutions with reducing sample buffer followed by a 10 min immersion in near-
boiling water. Twenty to fi ft y micrograms of protein were loaded in each lane and resolved 
on 10-15% polyacrylamide gels at room temperature. The gels were transferred to a PVDF 
membrane (Millipore). Equal sample loading was confirmed by Ponceau S stain (Sigma-
Aldrich). The membrane was fixed for 10 min with 0.05% glutaraldehyde in phosphate-
buffered saline with 0.1 % Tween 20 (TBS-T) then blocked in 5% non fat milk in TBS-T at 
room temperature for 90min,' and incubated ovemight at 4°C with the following primary 
antibodies diluted in TBS-T with 5% BSA: anti-CypD (1 :2000 dilùtion, Affinity 
Bioreagents), anti-VDAC (1:2000 dilution, Alexis Biochemicals) and anti-HSP60 and anti-
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GRP-75 (1:1000 dilution Stressgen Bioreagents). Membranes were then incubated for 60 
min at room temperature in secondary antibody solution (1 :75000 to 1 :200000 dilution, 
Jackson Immunoresearch). Bands were visualized by enhanced chemiluminescence 
(Amersham) with film exposure times ranging from 5 to 10 min. Films were scanned and 
bands quantified by ImagePro software. 
Statistical analyses: 
Results are expressed as means ± SEM. Statistical differences in morphometric and 
biochemical parameters were analyzed by means of two-tailed Student's t-tests. When 
multiple comparisons were made, differences were analyzed using one-way ANOV A and 
Bonferonni Post-hoc tests were performed to identify the location of significant differences. 
A corrected P value <0.05 was considered significant.. 
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ResuUs 
Morphometric measurements and mitochondrial respiratory function. 
As shown in Table 1, 12 weeks of volume overload induced a substantial 
myocardial hypertrophy. Absolute heart weight and heart weight to tibial length ratio were 
significantly increased in ACF animaIs compared to their sham counterparts. Lung and 
liver weights were also significantly higher in the ACF group. However, none of the, 
animaIs displayed ascites and nutmeg liver and no lethality was observed over the course of 
the study. The isolation yield of mitochondria was similar in the two experimental groups. 
Consistent with results previously obtained (Marcil et al., 2006a), basal and maximal ADP-
stiinulated respiration, respiratory control ratio as well as membrane potential under basal 
non-phosphorylating conditions were similar in mitochondria from both experimental 
groups (Figure 1), indicating the absence of apparent respiratory defects at this stage of 
remodeling. 
Ca2+ challenge: 
Figure 2 presents the results of Ca2+ challenge experiments aimed to assess 
vulnerability to PTP opening. When energized with the complex 1 substrates glutamate-
malate (GM), mitochondria from sham animaIs were able to accumulate 145 ± Il nmol 
Ca2+/mg protein (n=7) before PTP-induced Ca2+ release was triggered. However, only 95 ± 
12 nmol Ca2+/mg protein (n=7, P < 0.01) were required to trigger this effect in 
mitochondria from ACF animaIs. A similar phenomenon was aiso observed when 
mitochondria were energized with the complex II donor succinate (results not shown). 
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This vulnerability to PTP opening was not due to differences in the rate of Ca2+ 
uptake by mitochondria, as the average time to 50 % uptake calculated on the first two cl+ 
pulses of each Ca2+ challenge was similar in the two experimental groups (39 ± 1 and 39 ± 
3 sec in sham and ACF respectively, n=10). However, it is noticeable that the endogenous 
Ca2+ levels present in mitochondria prior to the Ca2+ chall~nge was slightly higher in ACF 
compared to sham animaIs (9.8 ± 0.6 and 12.6 ± 1.3 nmoVmg protein in sham and ACF 
respectively, n=7-9, P = 0.06). 
Reduction of membrane potential is known to sensitize mitochondria to pore 
opening in presence of Ca2+ levels that are insufficient per se to trigger permeability 
transition in well-polarized conditions (Bemardi et al., 1992; Zoratti & Szabo, 1995; 
Fontaine et al., 1998). Therefore, in addition to the assessment of Ô \fi under baseline 
conditions (Figure 1), the amplitude of the depolarization associated with the 
electrophoretic uptake of Ca2+ was also assessed during the Ca2+ challenge. As shown in 
figure 3, the depolarization transients were similar in the two experimental groups. As 
expected, once PTP opening occurred, an abrupt and complete loss of ô\fl was observed. 
However, consistent with the calcium retention capacity data, significantly less Ca2+ was 
required to trigger this effect in mitochondria from ACF animaIs compared with sham. 
Incubation of mitochondria with cyc1osporin-A (CsA) is known to significantly 
delay PTP opening in response to a variety of triggers by interacting with Cyp-D in a way 
that diminishes its recruitment to the mitochondrial inner membrane and binding to putative 
PTP components (Connem & Halestrap, 1994). For this reason, Ca2+ challenge experiments 
were repeated in presence of CsA. As shown in Figure 2, CsA significantly increased 
calcium-retention capacity by 2.2-2.5 fold in both experimental groups. However, CsA did 
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not abolish the difference in calcium retention capacity betweenthe two experimental 
groups (313 ± 22 and 228 ± 18 nmol Ca2+/mg protein in sham and ACF respectively, n=7, 
P<O.Ol). These results therefore suggested that in mitochondria from ACF animaIs CsA 
was unable to fully prevent the sensitizing action of Cyp-D, or that vulnerability to pore 
opening was caused by a Cyp-D- independent mechanism. 
Cyclophilin-D expression and sub-mitochondriallocalization. 
Figure 4 shows the results ofimmunoblot analysis ofCyp-D expression measured in 
the whole mitochondrial lysate. Cyp-D protein expression was 1.8 ± 0.1 fold higher (P< 
0.001) in mitochondria from ACF hearts compared to their sham counterparts. Because of 
the important role of Cyp-D recruitment to the inner membrane in sensitizing to pore 
openmg, soluble and membrane fractions were purified from freshly isolated percoll-
purified mitochondria. The effectiveness of the fractionation procedure was first 
determined using typical membrane (VDAC) and soluble (citrate synthase) protein 
markers. As shown in figure 5, VDAC and CS could only be detected in their respective 
fractions and no differences in their expression were observed between the sham and the 
) 
ACF group. Cyp-D levels in the soluble fractions were also similar in the two experimental 
groups, while in contrast, the amount of Cyp-D recovered in the membrane fractions of 
ACF animaIs was 3.7 ± 0.8 fold higher (P<O.Ol) compared to their sham counterparts. 
Comparison of the two mitochondrial fractions for an equal amount of proteins loaded 
(Figure 5 bottom) nevertheless indicated that Cyp-D was mainly recovered in the soluble 
fraction (79 and 89 % of total Cyp-D in ACF and sham respectively), consistent with its 
predominant localization in the matrix (Connern & Halestrap, 1994, 1996). 
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In order to determine whether the altered expreSSIOn and sub-mitochondrial 
localization of Cyp-D was accompanied by changes in other mitochondrial chaperones, the 
GRP-75 and HSP-60 abundance was assessed in the soluble and membrane fractions. As 
shown in figure 5, no significant differences were observed between the two experimental 
groups. 
Cyp-D immunoblots were also performed in mitochondria that were pre-incubated 
with 1 or 5 )lM CsA prior to the isolation of membranes in order to determine whether this 
would prevent the increased Cyp-D binding observed in the ACF group. Given the 
concentration of CypD present in normal heart mitochondria (45 pmoVmg prot: ((Connem 
& Halestrap, 1992; Crompton et al., 1998; Eliseev et al., 2007)) and the 80 % increase in 
CypD content observed in the ACF group, the highest concentration of CsA used (5 )lM) 
was sufficient to give a 3 'and 6 fold molar excess of CsA over CypD in sham and ACF 
respectively. As shown in Figure 6, the amount of membrane-associated Cyp-D remained 
1.9 ± 0.1 fold greater (P < 0.05) in ACF vs sham animaIs following pre-treatment with 5 
)lM CsA as opposed to a difference of 3.7 ± 0.8 (P < 0.01) in its absence (Figure 5). A 
similar observation was also made following treatment with 1 )lM CsA (results not shown), 
which is consistent with the inability of CsA to normalize the difference in calcium 
retention capacity between the sham and the ACF groups during tBe in vitro Ca2+ challenge 
(Figure 2). 
Mitochondrial production of reactive oxygen species: 
In vitro studies on liver mitochondria have shown that an oxidative stress induced 
by the potent pore sensitizer terbutyl hydroperoxide increases Cyp-D binding to the inner 
membrane (Connem & Halestrap, 1994). We therefore determined whether the production 
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of ROS was increased in mitochondria from ACF animaIs. As shown in figure 7, the rate 
of HzOz production in presence of the complex II substrate succinate was 50 ± 10% higher 
(P < 0.01) in mitochondria from ACF animaIs compared to their sham counterparts. ROS 
production under this condition is known to occur at the level of complex 1 through reverse 
electron flow from complex II and in a lesser manner at the level of complex III (Turrens, 
1997). Consistent with these data, addition of rotenone to block the electron backflow 
significantly reduced HzOz production in both experimental groups. Moreover, the 
difference in H20 2 production between sham and ACF animaIs was no longer significant 
(P= 0.16) under this condition, sugge~ting that the FeS center of the complex 1 was the 
main site responsible for the increased ROS production in ACF animaIs. HzOz production 
in presence of the complex 1 donors glutamate-malate was similar in both experimental 
groups, unless rotenone was added to increase its reduction state. In this condition, ROS 





A variety of mitochondrial defects including enhanced PTP opening have been 
previously associated with heart failure (Sabbah et al., 2000; Sharov et al., 2000; Stanley & 
Hoppel, 2000; Li et al., 2001; Marin-Garcia & Goldenthal, 2002; Ozcan et al., 2003; 
Javadov et al., 2005). However, it remains difficult to differentiate early mitochondrial 
dysfunctions that may be causal in the progression towarddecompensation from those that 
are late consequences of the failure process. In the present study, we ~how that 12 weeks 
after the induction of volume-overload by an aorto-caval fistula mitochondria become 
abnormally susceptible to opening of the PTP while respiratory function remains unaltered. 
Importantly, this phenomenon is associated with a marked increase in the expression and 
membrane recruitment of the PTP regulating protein Cyp-D. Moreover, the production of 
reactive oxygen species, which are known to promote PTP opening and Cyp-D recruitment, 
was increased in mitochondria from ACF animaIs. On the other hand, little or no changes 
were observed for other parameters that affect PTP opening inc1uding membrane potential, 
rate of Ca2+ uptake and endogenous levels of matrix Ca2+. 
Permeability transition pore opening in hypertrophy and failure: 
\ 
Enhanced susceptibility to PTP has been previously reported III pathological 
hypertrophic remodeling induced by cardiac-specific over-expression of TNFa in 
mi ce (Ozcan et al., 2003), myocardial infarction in rats (Javadov et al., 2005), and rapid 
pacing in dogs (Sharov et al., 2007). However, similar to several other studies in which the 
PTP was not specifically investigated (Sabbah et al., 1992; Marin-Garcia et al., 1996; Li et 
al., 1997; Marin-Garcia et al., 1999; Jarreta et al., 2000; Sharov et al., 2000; Ide et al., 
2001; Li et al., 2001), these data were obtained in hearts that had reached the failing stage 
at a time when mitochondria displayed ultrastructural defects, mtDNA mutations, reduced 
activity of respiratory chain complexes, and impaired ATP synthesis (Sharov et al., 2000; 
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Ozcan et al., 2003; Javadov et al., 2005). Therefore, this made it difficult to determine 
whether the appearance ofPTP susceptibility preceded that of other mitochondrial defects. 
In the present study, we observed that mitochondria from ACF animaIs displayed 
normal respiratory function and membrane potential (Figure 1). This is consistent with our 
previous observations (Marcil et al., 2006a) as well as with several studies in animaIs and 
humans reporting that chronic compensated hypertrophy without systolic dysfunction is 
associated with normal electron transport chain enzymology and respiratory capacity (Sobel 
et al., 1967; Lindenmayer et al., 1968; Stoner et al., 1968; Dart & Holloszy, 1969; Sordahl 
. et al., 1973; Leichtweis et al., 1996). However, despite the absence of apparent respiratory 
impairments, mitochondria isolated from ACF animaIs displayed a marked vulnerability to 
Ca2+-induced PTP opening. Importantly, we have previously shown that this phenomenon 
also occurs in situ when hearts from ACF animaIs are submitted to who le-organ ischemia-
reperfusion, and that it is accompanied by a poorer recovery of contractile function and 
enhanced tissue injury (Marcil et al., 2006a). Our results thus indicate that vulnerability to 
PTP opening, which is manifested under conditions of acute stress, can occur prior to other 
mitochondrial defects reported once the heart has reached the failing stage. 
Cyclophilin-D expression: 
Cyc1ophilin-D is a mitochondrial protein of the immunophilin family composed of 
three other members that have an extra-mitochondrial distribution (Cyp-A, Band C) 
(Andreeva et al., 1999). Like all cyc1ophilins, Cyp-D is c1assified as a molecular chaperone 
, 
by virtue of its capacity to catalyze cis-trans isomerization of peptidyl-prolyl bonds (PPlase 
activity), an important step in protein folding (Andreeva et al., 1999). Although the role of 
Cyp-D is not fully understood, a number of experimental evidences indicate that Cyp-D 
98 
expression influences the regulation of the PTP: Indeed, variations in Cyp-D expression 
Ieveis across tissues correlate with the susceptibility of mitochondria isolated from these 
tissues to PTP opening (Brustovetsky et al., 2003; Eliseev et al., 2007). Studies using 
transgenic approaches aiso show that inactivation (Baines et al., 2005; Basso et al., 2005; 
Schinzei et al., 2005; Nakayama et al., 2007) and over-expression (Baines et al., 2005) of 
the Cyp-D gene in mice respectively Iead to inhibition and activation of PTP opening, with 
a corresponding protection or susceptibility to cell death. Finally, if is noticeable that 
deletion of the Cyp-D gene prevents hypertrophic remodeling, fibrosis and cell death in 
mice with chronic dysregulation of Ca2+ handling induced by overexpression of the ~2a 
subunit ofL-type Ca2+ channeis (Nakayama et al., 2007). 
In the present study, we observed that Cyp-D expression in mitochondria from ACF 
animaIs was 80 % greater than in mitochondria from sham animaIs. Given that sorne 
cyc10philins are stress-inducible and cooperate with heat shock pro teins including 
mitochondrial HSP's (Johnson & Toft, 1994; Rassow et al., i995; Bose et al., 1996; 
Freeman et al., 1996) we measured the protein expression of GRP-75 and HSP-60 to 
de termine whether enhanced expression of Cyp-D was part of a more general chaperone 
response. These HSP's were selected because changes in their expression have been 
reported in hearts in the failing stage and during septic stress (Tanonaka et al., 2001; 
Tanonaka et al., 2003; Toga et al., 2007). However the content ofthese HSP's was similar 
in mitochondria from both experirriental groups. 
Cyclophilin-D recruitment to mitochondrial membranes: 
It is generally accepted that recruitment of Cyp-D to the membrane is important in 
the regulation ofPTP opening (see (Crompton, 1999; Halestrap et al., 2002) for reviews). 
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Cyp-D is a water-soluble protein that is mainly localized in the matrix, with only small 
amounts being associated with membrane proteins under normal conditions (Connem & 
Halestrap, 1992; Tanveer et al., 1996). However, in vitro studies indicate that recruitment 
of Cyp-D to the membrane is considerably increased when mitochondria are acutely 
exposed to stresses that enhance susceptibility to PTP opening such as oxidants (t-butyl 
hydroperoxide) (Connem & Halestrap, 1994) and thiol reagents (diamide and phenylarsine 
oxide) (Connem & Halestrap, 1994, 1996). Under these conditions, binding of Cyp-D is 
believed to induce conformational change of putative PTP components, which favors 
permeability transition (Crompton, 1999; Halestrap et al., 2002). Importantly, the well-
known PTP inhibitor cyclosporin-A desensitizes mitochondria to pore opening by binding 
Cyp-D and reducing its recruitment (Connem & Halestrap, 1994; Andreeva et al., 1995; 
Connem & Halestrap, 1996; Tanveer et al., 1996). 
In the present study, it is notice able that the enhanced expreSSIOn of Cyp-D 
observed in mitochondria from ACF animaIs was also associated with a 3.8 fold increase 
in membrane-bound Cyp-D, while soluble Cyp-D levels were unchanged compared to 
sham. Importantly this phenomenon was observed in freshly isolated mitochondria that 
were not submitted to in vitro stress, which suggest that increased recruitment of Cyp-D in 
ACF animaIs was the result of conditions prevailing in mitochondria in vivo. We also 
observed that incubation of mitochondria with excess amount of CsA was apparently 
unable to abolish both the increased Cyp-D binding and the enhanced susceptibility to 
Ca2+-induced PTP opening. The inability of CsA to fully dissociate Cyp-D has been 
reported previously (Szabo & Zoratti, 1991; Andreeva et al., 1995; Tanveer et al., 1996; 
Crompton et al., 1998). Interestingly, Connem and Halestrap (1994) (Connem & Halestrap, 
1994) also observed that CsA was unable to prevent Cyp-D binding in vitro ifit was added 
after exposure to pore sensitizers (t-butyl hydroperoxide, diamide and phenylarsine oxide), 
presumably because of the very low dissociation half-life of Cyp-D from its membrane-
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binding partners (~2.3 x 10 13 second). In contrast, CsA was effective at preventing Cyp-D 
recruitment when added prior to the pore inducers. In the present study a similar 
phenomenon could account for the fact that the presence of CsA during the in vitro Ca2+ 
challenge was able to delay PTP opening in both experimental groups but was unable to 
normalize the greater PTP sensitivity of the ACF animaIs. These data further support the 
hypothesis that conditions prevailing in vivo are likely responsible for the enhanced 
recruitment of Cyp-D in mitochondria in the volume-overloaded heart. 
Other modulators of PTP sensitivity: 
Because of the complex regulation of PTP opening, changes in other factors could 
also contribute to the vulnerability of ACF mitochondria inc1uding increased Ca2+ loading 
in the matrix, lower membrane potential and elevated production of ROS (Zoratti & Szabo, 
1995; Bemardi, 1999). While the rate of Ca2+ uptake during the Ca2+ challenge was similar 
between the two groups, our results indicate that the endogenous matrix Ca2+ levels present 
at baseline were slightly higher in mitochondria from ACF animaIs compared to their sham 
counterparts. Whether this is caused by the alteration in cellular Ca2+ handling which occur 
during cardiac hypertrophy (Frey & OIson, 2003; Berenji et al., 2005) remains unknown. 
However, this difference in endogenous Ca2+ probably had a marginal role to play in the 
present in vitro experiments as it accounted for ~5 % of the difference in calcium retention 
capacity observed between mitochondria from sham and ACF animaIs during the Ca2+ 
challenge. As for membrane potentiaI, our observation that it was similar in the two groups 
at baseline and in response to Ca2+ uptake suggest that it is not a contributing factor to the 
vulnerability of ACF mitochondria. 
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It is noticeable that the production of reactive oxygen species from complex l was 
significantly increased in mitochondria from ACF animaIs compared to their sham 
counterparts. Increased superoxide production from complex l has been reported in sub-
mitochondrial partic1es from failing hearts (Ide et al., 1999). However, to our knowledge, 
this had not been previously shown in hearts in the compensated stage of hypertrophy. 
There are other evidences suggesting the presence of oxidative stress in mitochondria from 
hypertrophied he art. Benderdour et al. (Benderdour et al., 2003; Benderdour et al., 2004) 
reported accumulation of the lipid peroxidation by product 4 hydroxynonenal (4-HNE) and 
subsequent inactivation of the mitochondrial NADP+-isocitrate dehydrogenase in 
spontaneously hypertensive SHR rats prior to the development of hypertension. A similar 
phenomenon was also reported in Sprague-Dawley rats 14 days following abdominal aortic 
coarctation, indicating that this effect was not specific to the SHR model (Benderdour et 
al., 2004). Together, these evidences suggest that conditions that promote oxidative stress-
related mitochondrial dysfunctions may develop early during hypertrophic remodeling. 
Given the demonstrated role of exogenous oxidants in favoring Cyp-D binding in vitro 
(Connem & Halestrap, 1994), this could be a factor involved in the increased recruitment of 
Cyp-D to membranes observed in the heart of ACF animaIs. 
Conclusion: 
Taken together, the results from the present study confirms our prevlOUS 
observations (Marcil et al., 2006a) that in hearts undergoing adverse ventricular 
remodeling, increased vulnerability of mitochondria to PTP opening and dysfunction can 
occur prior to the development of systolic dysfunction, whereas the mitochondria display 
no impairment under baseline unstressed conditions. Although ablation of the Cyp-D gene 
was recently shown to prevent hypertrophic remodeling and heart failure (Nakayama et al., 
2007), the present study provides the first demonstration that expression and membrane 
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recruitment of Cyp-D increases in a physiological model of overload-induced hypertrophy. 
The importance of these results may relate to the fact that during normal progression of 
overload cardiomyopathy, mitochondria within cardiomyocytes are likely to encounter 
conditions that favor PTP opening such as oxidative stress (Chien, 1999; Li et al., 2002; 
Giordano, 2005), increased diastolic Ca2+ levels (Balke & Shorofsky, 1998; Yano et al., 
2005), and hypoxia and/or ischemia (Ozcan et al.,'2003; Giordano, 2005). Increased Cyp-D 
expression and binding, by predisposing mitochondria to permeability transition, may be 
important factors initiating a vicious circ1e of increased cellular dysfunction ultimately 
leading to the activation of cell death typically observed in the transition to heart failure. 
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Table 
Table 1 
Morphometric data for sham and ACF rats 
Sham ACF 
Body weight (g) 404 ± 19 438 ± 35t 
Heart weight (mg) 1205 ± 95 1949 296t 
Lung weight (mg) 1199 + 165 1756 ± 297t 
Liver weight (g) 12.5 ± 0.7 15.1 + 3.4t 
Mitochondrial isolation yield 9.5 8.1 
(mg protein/g ventricle) 
Heart weight/Tibial length 3.06 + 0.05 4.94 ± 0.18t 
(mg/mm) 
Lung weight/Tibial length 3.06 + 0.09 4.36 0.17t 
(mg/mm) 
Liver weight/Tibial length 31.96 + 0.44 35,38 ± 1.07t 
(mg/mm) 
Values are means ±SEM for 37 and 42 sham and ACF animaIs respctively. 




Fig 1: Respiratory function and membrane potential. The top panels show 
representative respirometry tracings of mitochondria isolated from sham and ACF animaIs 
in presence of glutamate:malate (5:2.5mM). Basal (Vo), ADP-stimulated (V ADP) and 
respiratory control ratio (RCR: V ADPN 0) values are shown for each group. Oxygen 
consumption is expressed in nmol 02.min·1.mg·1 protein. Bottom panel shows membrane 
potential (il'P) measured with rhodamine 123 under basal non-phosphorylating in presence 
of glutamate-malate. Values represent mean ± SEM for n 8-11. 
Figure 2: Sensitivity to Ca2+-induced PTP opening. Typical Ca2+ kinetics (A-D) tracings 
of sham and ACF mitochondria energized with glutamate:malate (5:2.5 mM) in absence (A, 
C) or presence (B, D) of 1 J.lM CsA. Tracings. show progressive Ca2+ accumulation 
followed by PTP-induced release of accumulated Ca2+. Each spike indicates the addition of ' 
a calcium pulse of 42 nmol/mg of prot. Panel E shows mean values for Ca2+ retention 
capacity (CRC) computed from 7 independent preparations. a: Significantly different from 
sham P<O.05, b: Significantly different from CRC in absence of CsA whitin each 
experimental group. 
/ 
Figure 3: Changes in membrane potential in response to Ca2+ pulses. Figure shows 
representative traces of changes in il 'P. measured with rhodamine 123 during Ca2+ 
challenge experiments. Each depolarization transient corresponds to the addition of a 
calcium pulse of 42 nmol Ca2+/mg protein. 
Figure 4: Mitochondrial cyclophilin-D protein content. Representative immunoblots of 
cyc10philin D (CypD: 21 kDa) and voltage dependent anion channel (VDAC: 31 kDa) in 
114 
heart mitochondria isolated from sham and ACF animaIs. Each line represents a single 
mitochondrial preparation in each group. Densitometric analysis for each protein represents 
the mean ± SEM of 6 preparations in each experimental group. VDAC content was similar 
in the two experimental groups and was thus used as a loading control. a: Significantly 
different from sham (P < 0.05). 
Figure 5: Cyclophilin-D co~tent in the soluble and membrane fr~ction. Top panels 
show representative immunoblots of Cyp-D and VDAC in the soluble (20 )lg protein/lane) 
and membrane (40 )lg/lane) fraction prepared from freshly isolated mitochondria. Cyp-D 
expression is normalized against VDAC . and citrate synthase. Bottom panels show the 
results of similar experiments run of larger gels in which the amount of protein loaded was 
similar in the soluble and membrane fractions (50 )lg/lane). HSP60 and GRP-75 were 
unchanged between experimental in the soluble and membrane fractions confirming the 
equal protein loading. 
Figure 6: Cyclophilin-D content in the membrane fraction following cyclosporin-A 
treatment. Representative immunoblots of mitochondrial CyD and VDAC in the soluble 
and membrane fraction prepared from freshly isolated mitochondria that were incubated 
with 5)lM of cyc1osporine-A for 15 minutes. 
Figure 7: Effect of cardiac volume-overload on mitochondrial H202 production. 
Representative traces of H202 production in heart mitochondria of sham and ACF animaIs 
when energized with succinate (A) or glutamate-malate (B) are shown. Production ofH202 
was measured prior and following the addition of 1 uM of rotenone in order to inhibit· 
complex 1. The rate ofH202 production is indicated as nmoles/min/mg ofprotein. Panel C 
and D shows mean values for H202 computed from independent preparations (n = 8-9). 
115 
Panel C a: Significantly different from sham P<O.Ol, b: Differences between each 
experimental group are no longer significant in absence of rotenone P<O.16. Panel D b: 
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